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RESUMEN

Runx2 es un factor transcripcional, regulador maestro del desarrollo y de la
diferenciacion osteoblastica. Regula positiva 0 negativamente la expresion de
diversos genes que participan en la proliferacion de precursores pre-osteoblasticos
y osteoblasticos, y en la diferenciacion de estos. Ademas, este factor tiene un rol
funcional en la progresion tumoral y metastasis asociadas al cancer de proéstata y
de mama. Recientemente, la expresion de Runx2 se ha relacionado con el
desarrollo de osteosarcoma, tumor éseo altamente agresivo y de mal prondéstico,
que actualmente es objetivo de tratamientos como quimioterapia y cirugias que
pueden llegar a la amputacion de extremidades.

Existe una correlacién positiva entre la expresion del factor transcripcional
Runx2 y la incidencia de metastasis pulmonares en osteosarcoma. Por otra parte,
en distintos tipos tumorales se ha descrito la expresion de genes como; MMPs,
VEGF y osteopontina (OPN), asociados a la angiogénesis y progresion tumoral.
Interesantemente, la expresion de estos genes es regulada directamente por Runx2
y se expresan normalmente durante la diferenciacion osteoblastica en el tejido 6seo.
Asi, existen evidencias que demuestran los efectos angiogénicos de la expresion
de VEGF y OPN, tanto en patologia no tumoral como tumoral.

La angiogénesis es un mecanismo fundamental en cancer, favoreciendo la
progresion y metastasis, y por lo tanto clave en patologia tumoral maligna. En el
caso del osteosarcoma, un fenotipo agresivo y de mal prondstico se asocia con
mayor neo-vascularizacion. En esta tesis, se propone que Runx2 promueve la
angiogénesis en osteosarcoma y regula la expresion de genes relacionados a este

proceso.



Lo anterior fue llevado a cabo mediante el uso de distintas lineas celulares
de osteosarcoma humano. Se analizé la expresion de Runx2 siendo mayor en la
linea celular SaOS y minima en MG63. Las lineas celulares U20S, HOS y G292
presentaron expresion variable entre SaOS y MG63. En relacion a la capacidad
angiogénica in-vitro esta fue similar a lo anterior, presentando SaOS los mayores
niveles y MG63 los menores, y el resto variable entre ambas lineas.

La busqueda de genes relacionados al proceso de angiogénesis se realizo a
partir del analisis de los datos generados en experimentos de knock in de Runx2
mediante siRNA y analisis del transcriptoma mediante microarray, en la linea celular
SaO0sS, en combinacién con el andlisis de una base de datos de ChIP on CHIP para
Runx2, en la misma linea celular. Los genes fueron analizados mediante el software
DAVID 6.7 (Functional Annotation Bioinformatics Microarray data base),
seleccionando a los con funcion angiogénica y que ademas codifican para proteinas
de secrecidn. Asi se obtuvo un total de 4 genes angiogénicos: Endotelina 1 (END1),
Angiogenina (ANG), Colageno tipo V alfa 1 (COL5A1) e Inductor angiogénico rico
en cisteina 61 (CYR61).

La regulacion, mediada por Runx2, de genes blanco angiogénicos se estudié
mediante la modulacién de la expresiéon de Runx2 en distintas lineas celulares de
osteosarcoma, mediante la utilizacion de vectores adenovirales y SiRNA o shRNA 'y
en combinacion con ensayos de angiogénesis in vitro. Asi mediante RT-gPCR se
observo que los genes CYR61 y VEGFA aumentaron su expresion en las lineas
MG63, U20S, HOS y G292. Por el contrario al inhibir Runx2 en SaOS, se obtuvo
una baja de los niveles de CYR61 y VEGFA. Lo mismo se observé al analizar los

niveles de proteina de CYR61 mediante western blot.



Por ultimo el rol funcional de Runx2 sobre el proceso angiogénico se analiz
mediante la sobre-expresion de Runx2, observdndose un aumento de la capacidad
angiogénica de la linea MG63, por el contrario al inhibir Runx2 en SaOS se observo
una disminucion de la capacidad de angiogénesis por parte de esta linea celular.

Es asi como hemos demostrado por primera vez que Runx2 promueve la

angiogénesis y CYR61 en osteosarcoma humano.

ABSTRACT

Runx2 is a transcriptional factor, master regulator of osteoblast differentiation
and development. Positively or negatively regulate expression of various genes
involved in the proliferation of pre-osteoblast and osteoblast precursors, and in the
differentiation of these. Moreover, this factor has a functional role in tumor
progression and metastases associated with prostate and breast cancer. Recently,
Runx2 expression has been linked to the development of osteosarcoma, bone highly
aggressive tumor with poor prognosis, which currently is target of treatments such
as chemotherapy and surgeries that can reach limb amputation.

There is a positive correlation between the expression of the transcription
factor Runx2 and the incidence of lung metastases in osteosarcoma. Apart, in
different types of tumor described as gene expression, MMPs, VEGF and
osteopontin  (OPN), associated with angiogenesis and tumor progression.
Interestingly, the expression of these genes is regulated directly by Runx2 and are
normally expressed during osteoblast differentiation in the bone tissue. Thus there
is evidence that shows the angiogenic effect of VEGF and OPN expression in both

non tumor as in tumor pathology.



Angiogenesis is a fundamental mechanism in cancer progression and
metastasis promoting, and therefore key in malignant tumors. In the case of
osteosarcoma, an aggressive phenotype and poor prognosis is associated with
increased neovascularization. In this thesis, we propose that Runx2 promotes
angiogenesis in osteosarcoma and regulates the expression of genes related to this
process.

This was carried out by using various human osteosarcoma cell lines. Runx2
expression was higher in SaOS cell line and lowest in MG63 cell line. The U20S,
HOS and G292 cell lines exhibited variable expression of Runx2 protein, between
MG63 and SaOS. In relation to in-vitro angiogenic capacity, this was similar to the
above, presenting SaOS the highest levels and MG63 the lowest. The rest was
variable between the two lines.

The search for genes related to the angiogenic process was performed
through the analysis of the data generated in experiments of knock-in of Runx2 using
siRNA and microarray transcriptome analysis, in the SaOS cell line, in combination
with the analysis of a base ChIP on CHIP data for Runx2 in the same cell line. Genes
were analyzed using DAVID 6.7 software (Functional Annotation Bioinformatics
Microarray database), selecting those with angiogenic function and also encode
secreted proteins. Endothelin 1 (END1), Angiogenin (ANG), type V collagen a 1
(COL5A1) and cysteine-rich angiogenic inducer 61 (CYR61) were obtained.

Runx2 mediated regulation of angiogenics target genes was studied by
modulating Runx2 expression in different cell lines of osteosarcoma, using
adenoviral vectors for overexpressing Runx2 and siRNA or shRNA to inhibit its

expression. So by RT-gPCR was observed that CYR61 and VEGFA genes were



increased in all the cell lines over-expressing Runx2. Conversely inhibiting Runx2 in
SaO0sS, decreased levels of CYR61 and VEGFA. The same was observed when
analyzing the CYRG61 protein levels by Western blot.

Finally the functional role of Runx2 on the angiogenic process was analyzed
by the over-expression of Runx2 in MG63 cell line. An increase in the angiogenic
capacity was observed, conversely inhibiting Runx2 in SaOS decrease the
angiogenic capacity.

Thus we have shown for the first time that Runx2 promotes angiogenesis and

CYRG61 in human osteosarcoma.



INTRODUCCION

1. Factor de transcripcion Runx2.

Los factores Runx corresponden a una familia de factores de transcripcion
que son esenciales para la diferenciacion celular hematopoyética (Runx1/AML1),
neuronal, gastrointestinal (Runx3/AML2) y osteogénica (Runx2/AML3). Las
proteinas Runx comparten un dominio runt, de 128 aminoacidos, mediante el cual
se unen a secuencias especificas de ADN, localizadas principalmente en la region
promotora de genes blancos, permitiendo su funcion como factores de transcripcion
(Schroeder, et al., 2005; Ziros, et al., 2008). La unién de estos factores al ADN es
estimulada mediante la interaccién con la proteina CBFf3 (core binding factor 3) con
el dominio runt (Wang and Speck, 1992). La formacion del heterodimero
Runx/CBF, estabiliza el dominio runt protegiéndolo de la degradacién mediada por

ubiquitinizacion (Huang, et al., 2001).

Runx2 es un factor de transcripcién esencial en regular la diferenciacion de
los osteoblastos, a través de la expresion de genes que codifican para proteinas de
matriz Osea. Especificamente participa en el compromiso de las células
mesenquimaticas pluripotenciales y diferenciacién por parte de estas hacia un linaje
osteoblastico, sin embargo, su sobre-expresion inhibe la maduracién osteoblastica
y la expresién de algunas proteinas de matriz 6sea asociadas. Es asi como, durante
el desarrollo 6seo, Runx2 induce el aumento de osteoblastos inmaduros y
posteriormente su expresion debe ser regulada negativamente para permitir la

diferenciacion de osteoblastos maduros (Komori, 2010).



Runx2 posee la capacidad de actuar como activador o represor de la
transcripcion de distintos genes blancos, segun su capacidad de interactuar con
proteinas co-activadoras o co-represoras, respectivamente. Los co-activadores no
modifican la capacidad de union de Runx2 al ADN, pero si son requeridos para la
funcion de Runx2 en la expresién génica. Algunos de estos co-activadores
presentan actividad acetiltransferasa de histonas (HAT), que favorece la relajacién
de la cromatina y la mantencion de una regién promotora competente para la
transcripcion, como es el caso de p300, CBP, MOZ y MORF (Schroeder, et al.,
2005). Otros co-activadores como Grg5, pRb y TAZ estimulan la actividad de
transactivacion del dominio carboxilo terminal de Runx2 (Schroeder, et al., 2005;

Komori, et al., 2006).

Por otro lado, algunos co-represores que interaccionan con Runx2 presentan
actividad deacetilasas de histonas (HDACS) y contribuyen a la condensacion de la
cromatina y mantencion de una region promotora no competente para la
transcripcion, como es el caso de los co-represores HDAC3, HDAC4 y HDACS.
Ademas proteinas como TLE/Grg y mSin3a se unen a Runx2 formando grandes
complejos con actividad de HDACs. La proteina YAP también puede actuar como
co-represor, uniéndose directamente a Runx2 y reprimiendo asi la activacion del
promotor de osteocalcina por parte de Runx2 (Schroeder, et al., 2005; Westendorf

et al., 2006).

Ademas, se han descrito algunos factores transcripcionales que pueden
interactuar con Runx2 para modular su actividad transcripcional. En su mayoria

estos factores interactian con el dominio runt o el dominio de activacion



transcripcional (localizado en la region carboxilo terminal) de Runx2. Algunos de
estos como AP1, Etsl, DIx5, Hes1, Menin y Oct-1, facilitan el reclutamiento de co-
activadores o formacion de complejos de transactivacién (Schroeder, et al., 2005;
Komori, et al., 2006). Por el contrario otros factores de transcripcion como C/EBP9,
DIx3, Lef1, Msx2, PPARy, Smad3, Stat1 y Twist se unen al dominio runt, impidiendo
su union al ADN, o secuestrandolo en el citoplasma (Schroeder, et al., 2005; Komori,
et al., 2006). Finalmente la degradacién proteosomal mediada por la ubiquitina
ligasa E3 (Smurfl) también participa, como un mecanismo regulador, al disminuir

los niveles de Runx2 (Schroeder, et al., 2005).

2. Expresion y participacion de Runx2 en cancer.

Existen 3 tipos de factores Runx y las alteraciones que afectan a estos genes
estan relacionadas con distintos tipos de céanceres (Blyth, et al., 2005).
Translocaciones cromosOmicas que involucran al gen Runx1 y alteran la funcion de
este factor, se asocian a distintos tipos de leucemias (Osato, 2004). La
hipermetilacion del promotor del gen Runx3 y su haploinsuficiencia, se relaciona con
cancer gastrico (Chuang and Ito, 2010). La amplificacidon del locus del gen Runx2 y
su sobre-expresién, se relacionan con el desarrollo de osteosarcoma (Thomas, et

al., 2004; Nathan, et al., 2009; Kurek, et al., 2010).

La sobre-expresién de Runx2 se encuentra asociada a tumorogénesis en
linfoma donde su potencial oncogénico se encuentra bien establecido (Blyth et al.,
2005; Blyth et al., 2006). Ademas, Runx2 se encuentra expresado en altos niveles

en melanoma, carcinoma papilar tiroideo, glioma y tumor hipofisiario, lo cual sugiere



que Runx2 promueve la progresion tumoral en un amplio espectro de tumores
(Riminucci, et al., 2003; Endo, et al., 2008, Vladimirova, et al., 2008; Zhang, et al.,

2009).

Ademas, en cancer de préstata y mama la expresion de Runx2 se ha
relacionado con un fenotipo metastasico altamente agresivo a nivel 6seo (Pratap, et
al., 2011). Es asi como una mayor inmunoreactividad de Runx2 en biopsias de
cancer de mama se encuentra significativamente asociada a una etapa mas
avanzada y a un mayor grado histolégico, correlacionandose a un pronéstico clinico
mas pobre mientras mayores son los niveles de Runx2 (Onodera, et al., 2010). En
relacion al cancer prostatico se ha reportado una alta expresion de Runx2, lo que
se asocia a una progresion mas avanzada de la enfermedad. Al igual que en el
cancer de mama, en el prostatico la expresion de Runx2 se correlaciona
positivamente con tejido maligno al ser comparado con el benigno, y se asocia con
agresividad tumoral y metastasis (Little, et al., 2011). De hecho la tincién nuclear de
Runx2 en biopsias se correlaciona positivamente con mayores niveles de PSA,

grado de Gleason y tumores con capacidad metastasica.

En las células epiteliales mamarias normales Runx2 es expresado en bajos
niveles y activa genes de diferenciacion como B-Caseina y OPN (osteopontina)
(Pratap, et al., 2011; Blyth, et al., 2010). Los genes Runx2 y Runx3, son expresados
en la glandula mamaria murina y sus niveles fluctian durante la prefiez, lactancia e
involucion, lo que sugiere un rol en la normal regulacién de este tejido (Blyth, et al.,
2010). Por el contrario, se ha observado que la sobre expresién de Runx2 en lineas

celulares epiteliales mamarias altera la normal formacién y arquitectura acinar



mamaria in vitro e induce la expresion de genes relacionados a progresion tumoral
(Bcl-2 e IL-8), observandose pérdida de la membrana celular y alteracion de la
polaridad celular, ademas de también aumento de la proliferacion celular y
disminucién de la apoptosis, asemejando un fenotipo tumoral. (Pratap, et al., 2009).
Adicionalmente, la inhibicién de la expresion de Runx2 en células de céancer de
mama permite una significante reversion de la estructura acinar desorganizada que
estas células tumorales presentan in vitro, asemejando un fenotipo normal (Pratap,

et al., 2009).

Las proteinas Runx también son expresadas tanto en tejido prostatico normal
como en células cancerigenas prostéticas. Se ha demostrado la participacién tanto
de Runxl como Runx2 en la expresion del antigeno prostatico especifico (PSA)
(Fowler, et al., 2006), siendo Runx2 un regulador de la expresiéon de PSA. Lo
anterior, se relaciona con la deteccién de mayores niveles de Runx2, mediante
inmunohistoquimica, en etapas mas avanzadas de cancer de préstata y mama

(Pratap, et al., 2011).

Esta serie de antecedentes sugieren una similitud funcional de Runx2 en el
desarrollo de tumores Oseos primarios (osteosarcoma) Yy secundarios
(metastasicos). Sin embargo, el mecanismo por el cual Runx2 cambia su propiedad
supresora en cuanto a la proliferaciéon y promotora de la diferenciacion osteogénica,
descrita en células éseas, a una proteina con caracteristicas oncogénicas aun no
esta claro (Pratap, et al., 2003; Galindo, et al., 2005; Pratap, et al., 2011). No

obstante, por tratarse de un factor transcripcional, el rol de Runx2 en cancer estaria



asociado a su capacidad de regular la transcripcion de genes blancos relacionados

con progresion tumoral.

3. Progresion tumoral y Runx2

El desarrollo del cancer implica diversos pasos secuenciales en el tiempo,
incluyendo formacion y crecimiento del tumor primario, neo-vascularizacion,
sobrevida, migracion, invasion, intravasacion y extravasacion de células tumorales
y formacién de metastasis. En este contexto, la expresion de Runx2 se ha asociado
a progresion tumoral en cancer de mama y proéstata, lo que se explicaria por la
capacidad de este factor transcripcional de regular la expresion de distintos genes

que promoverian la agresividad tumoral. (Pratap et al., 2011).

Ya en etapas tempranas de cancer de prostata, Runx2 participa en la
sobrevida de las células tumorales prostaticas afectando negativamente la
apoptosis a través de la induccién de survivina y Bcl-2 y confiriendo resistencia al
tratamiento con droga de quimioterapia (Lim, et al., 2010; Browne, et al., 2012). En
cancer de mama también se ha asociado la expresion de Runx2 con la de Bcl-2
(Pratap et al., 2009). Ademas, Runx2 regularia no solo la expresion de Bcl-2 en
cancer de préstata, sino que también la expresién de otros genes asociados a
apoptosis (clAP2, Statba, Caspl4, TRAIL, Casp5 y PUMA) (Browne, et al., 2012).
Ademas, Runx2 también esta implicado en el crecimiento de tumores 0seos en
modelos ortotdpicos de cancer de prostata y de mama (Pratap, et al., 2009; van der

Deen, et al., 2010).



Al comparar lineas tumorales mamarias y de préstata metastésicas versus
no metastasicas se observa una mayor expresion de Runx2 en el primer caso
(Pratap, et al., 2005; Nagaraja, et al., 2006; Pratap, et al., 2008; Akech, et al., 2010).
Experimentos funcionales han demostrado que la expresion de Runx2 regula
positivamente la migracion e invasion de células tumorales prostaticas y de mama,
lo que se correlaciona con la expresion de genes blancos de Runx2 como
metaloproteinasas de matriz (MMP2, MMP9, MMP13 y VEGF) (Javed, et al., 2005;
Pratap, et al., 2005; Butterworth, et al., 2008; Chua, et al., 2009; Akech, et al., 2010;
Baniwal, et al., 2010; Leong, et al., 2010; Mendoza-Villanueva, et al., 2010; Pande,

et al., 2013).

Evidencias de la mayor agresividad tumoral y del proceso de metastasis ésea
asociadas a la sobre-expresion de Runx2 son el hecho de un aumento en la
expresion de sus genes blanco que codifican para proteinas relacionadas a matriz
0sea, como OPN, osteocalcina y sialoproteinas 6seas, lo que confiere un fenotipo
pseudo-0seo a células tumorales (osteomimicry), lo que facilitaria su metastasis a
hueso (Koenemam, et al., 1999; Barnes, et al., 2003; Bellahcéne, et al., 2008;

Pratap, et al., 2011).

Runx2 es ademas un factor clave en la enfermedad osteolitica, asociada al
crecimiento del tumor metastasico de cancer de préstata y mama, participando en
la regulacion de diversas vias relacionadas con la osteolisis, tales como la via TGF3
e indian hedgedehog (IHH) que inducen la expresién de la proteina relacionada a
hormona paratiroidea (PTHrP), asi como citoquinas (IL8), requeridas para la

ostoclastogénesis e induccion de citoquinas asociadas a la osteolisis (Pratap, et al.,



2008; Akech, et al., 2010). Consecuentemente, la inhibicion de la expresién de
Runx2 atenda la expresion de genes relacionados a reabsorcién 6sea (PTHrP y
IL8), reduciendo significativamente la formacion de lesiones osteoliticas y la
osteoclastogénesis asociada a la metastasis 6sea (Barnes, et al., 2004; Javed, et

al., 2005; Pratap, et al., 2008; Akech, et al., 2010)

Ademas, existe una regulacion positiva de la expresion de Runx2 en células
de cancer prostético sometidas a ambiente hipdxico, determinando una linea celular
mas agresiva con mayor sobrevida, invasividad y desarrollo de metastasis in vivo
(Butterworth, et al., 2008; Brown, et al., 2012). Complementariamente, se ha
observado que Runx2 regula la expresion de genes blancos con funcion
angiogénica en células de cancer de prostata y de mama, como VEGF, SDF-1
(CXCL12), END-2, OPN (Javed, et al., 2005; Baniwal, et al., 2010; Akech, et al.,

2010; Mendoza-Villanueva, et al., 2010; Pande, et al., 2013).

Estos antecedentes sugieren que Runx2 tendria un rol funcional, a través de
la regulacion de genes blanco, en algunos mecanismos de progresion tumoral como
sobrevida, crecimiento, migracién, invasion y enfermedad osteolitica asociada a la
metastasis. Sin embargo, no existen antecedentes funcionales que hayan
demostrado, mas alla de la regulacién de algunos genes blanco especificos como
VEGF, SDF-1 (CXCL12), END-2, OPN, que Runx2 regularia uno de los procesos
mas fundamentales en la progresion tumoral y desarrollo de metastasis, la

angiogénesis.



4. Osteosarcomay Runx2.

El osteosarcoma es un cancer 0seo agresivo, de etiologia desconocida y de
mal pronostico. Corresponde al tumor maligno primario mas frecuente del tejido
0seo y compromete principalmente a gente joven de la segunda década de la vida,
localizandose a nivel de huesos largos (fémur distal y hiumero proximal) y menos
frecuentemente en el esqueleto axial, con una sobrevida global de 75-80% de los
casos (Minsal 2013). Aproximadamente el 30% de los pacientes con osteosarcoma
poseen metastasis al diagndstico y la sobrevida de estos pacientes no alcanza mas
alla de un 20% a 5 afos (Minsal 2013). En cuanto al tratamiento, no existen
moléculas desarrolladas para tratar el osteosarcoma y la quimioterapia no ha
mejorado las tasas de sobrevida. La terapia actual consiste en cirugia altamente
invalidante asociada a diseccion de extremidades en combinacion con
quimioterapia neoadyuvante. A pesar de los tratamientos actuales que consideran
el uso de cirugia y quimioterapia, 30 a 40% de los pacientes presentan enfermedad
metastasica progresiva dentro de 5 afios desde el diagndstico, con el consecuente

fallecimiento (Bielack, et al., 2002; Lewis, et al., 2007).

Inicialmente, en 2005 los trabajos de Andela y Galindo describieron por
primera vez que la expresion de la proteina Runx2 estaba alterada en tanto en
biopsias como en lineas celulares de osteosarcoma (Andela, et al., 2005; Galindo,
et al., 2005). Estudios posteriores confirmaron estos hallazgos, asi el analisis de la
expresion de Runx2 mediante RT-gPCR e IHQ demostré una aberrante expresion
de Runx2 en un 15-80% de muestras de biopsias de OS (Lu, et al., 2008; Won, et

al., 2009; Sadikovic, et al., 2010; Kurek, et al., 2010; Sugawara, et al., 2011; Horvali,



et al., 2012; van Der Deen, et al., 2013). Interesantemente, esta variabilidad en los
niveles de expresion (altos/bajos) de Runx2 también se observa en lineas celulares
derivadas de osteosarcoma (Thomas, et al., 2004, Lu, et al., 2008; Luo, et al., 2008;
Pereira, et al., 2009; Kurek, et al., 2010; Shapovalov, et al., 2010; Lucero, et al.,

2013).

Esta aumentada expresion de Runx2 ha sido explicada por un aumento en el
namero de copias del gen Runx2, mediante amplificacién de la region 6p12-p21 que
contiene el locus del gen, observada en un 22-60% de las muestras clinicas
analizadas (Overholtzer, et al., 2003; Man, et al., 2004, Lau, et al, 2004; Lu, et al.,
2008; Sadikovic, et al., 2009; Smida, et al., 2011; Angstadt, et al., 2012).
Adicionalmente se ha observado que los niveles de mMRNA y proteicos de Runx2 se
mantienen constantes durante el ciclo celular en osteosarcoma, a diferencia de lo
que se observa en células 6seas no tumorales en donde sus niveles si son
regulados negativamente durante la progresion de la fase G1 a S/G2/M del ciclo

celular (Young et al, 2007; San Matrtin, et al., 2009, Lucero et al., 2013).

Desde un punto de vista clinico, se demostré que mayores niveles de mRNA
para Runx2 estan asociados a una peor respuesta a la quimioterapia (Sadikovic, et
al.,, 2010). Mas aun, una alta expresibn de Runx2, determinada mediante
imunohistoquimica, se correlaciona significativamente con metastasis y muestra
una tendencia a una pobre sobrevida (Won, et al., 2009). Del mismo modo se
observé que una expresién positiva a la imunohistoquimica para Runx2 en un 73%
de las metéastasis (8/11), principalmente asociado a una pobre respuesta a la

quimioterapia (5/7) (Kurek, et al., 2010).



Estos resultados muestran que los elevados niveles de Runx2 podrian
asociarse a una mayor progresion tumoral, lo que sugieren que Runx2 puede ser

considerado un marcador con valor predictivo en osteosarcoma.

5. Cancer, Angiogénesis y Runx2.

La neo-angeogénesis asociada al tumor primario es un proceso fundamental
para el desarrollo de patologia tumoral maligna (de Oliveira, et al., 2011), y por lo
tanto clave en el crecimiento tumoral, sobrevida, progresién y metastasis (Folkman,
2003; Carmeliet and Jain, 2011). Asi, los tumores vascularizados tienen un peor
pronéstico, ya que esta caracteristica se asocia a agresividad y diseminacion

tumoral.

Inicialmente, se demostré el rol funcional de Runx2 en el proceso normal de
angiogénesis. Experimentos en ratones knockout deficientes en expresion de
Runx2 han demostrado que este factor transcripcional regula la angiogénesis
asociada al proceso de osificacién endocondral, observandose una ausencia de la
expresion de VEGF y una disminucion a niveles casi indetectables de OPN, en la
zona de condrocitos hipertréficos, asociada a la ausencia de vascularizacién del
tejido 6seo (Komori, et al., 1997; Otto, et al., 1997; Zelzer, et al., 2001). Por otra
parte, células 0seas obtenidas de ratones knockout para OPN, presentaron una
capacidad disminuida para inducir angiogénesis (Asou, et al., 2001). Mas aun, en
experimentos complementarios se pudo demostrar que Runx2 regula el promotor

del gene VEGF y OPN (Zelzer, et al., 2001; Zhang, et al., 2012).



Adicionalmente, se ha observado en células HEK293 no tumorales que
Runx2 también aumenta en hipoxia, asociado a una aumento en la expresion de
otro factor transcripcional (HIF1a) que regula angiogénesis (Kwon, et al., 2011). Mas
aun, se demostré que Runx2 y HIF1la pueden interactuar entre si a través de una
union proteina - proteina, que la sobre expresion de Runx2 protege a HIF1a de la
degradacion y que ambos factores de transcripcion pueden unirse al promotor del
gen VEGF para regular tanto su expresion como su secrecion e inducir angiogénesis
in vitro (Kwon, et al., 2011; Lee, et al., 2012). Esto sugiere que la expresion de Runx2

podria ser estimulada por hipoxia en células tumorales e inducir neo-angiogénesis.

En contraste a la normal regulacién durante el proceso de angiogénesis
fisiologico, en el cancer existe una serie de sefales celulares y moleculares que
conducen a una alteracién de este proceso. Factores como mutaciones genéticas,
estrés mecanico, inflamacién e hipoxia, permiten un desbalance a favor de un
estado tumoral pro-angiogénico. Los tumores en desarrollo secretan elevados
niveles factores tales como VEGF, FGF, GM-CSF y OPN, que inducen en la médula
O0sea un fenotipo pro-angiogénico (Wilson and Trumpp, 2006), permitiendo el
reclutamiento de una serie de células derivadas de esta, para participar en el

proceso angiogénico del tumor primario y sus metéstasis (Grunewald, et al., 2006).

Asi, se ha demostrado que Runx2 regula el promotor de OPN en lineas
celulares de osteosarcoma (U20S) y de cancer mamario (MCF7) (Giacopelli, et al.,
2004). Mas aun, Runx2 modula la expresién de VEGF y OPN en células de cancer

de prostata y de mama, y de END-2 en células de cancer de préstata (Javed, et al.,



2005; Pratap, et al., 2005; Akech, et al., 2010; Baniwal, et al., 2010; Mendoza-

Villanueva, et al., 2010; Pande, et al., 2013).

OPN, en una funcion autocrina, se une a integrina av@3 y su union activa una
serie de sefiales intracelulares que son requeridas para la expresion de VEGF por
parte de las células tumorales de mama y la induccién de angiogénesis in vivo
(Chakraborty, et al., 2008). A su vez OPN secretada por células tumorales de
mieloma, en una funcién paracrina, estimula las ECs (células endoteliales), a través
del receptor integrina avp3, induciendo angiogénesis in vitro (Tanaka, et al., 2007).
Adicionalmente, se ha observado que VEGF aumenta la expresion de la integrina
en las ECs, favoreciendo la accién de OPN en la migracion de estas (Senger, et al.,
1996). Estos antecedentes muestran que estos dos genes blancos de Runx2

funcionan en forma cooperativa en el proceso angiogénico.

Se ha demostrado que OPN es un gen cuya expresion favorece la
angiogénesis in vitro e in vivo en cancer endometrial, pulmonar, neuroblastoma,
gastrico y Mieloma Mdltiple (Du, et al., 2009; Blasberg et al., 2010; Hirama, et al.,
2003; Tang, et al., 2007; Colla, et al., 2005) Interesantemente, el knockdown de
Runx2 con siRNA en células de mieloma humanas induce una disminucion de la
expresion y secrecion de OPN, y en pacientes con mieloma multiple, la densidad
microvascular es mayor en los casos positivos para OPN, demostrandose una

correlacion positiva (Colla, et al., 2005).



6. Osteosarcomay Angiogénesis

En el desarrollo del osteosarcoma ocurre un proceso de neo-vascularizacion
sostenido, favorecido por la hipoxia tisular, acidosis, activacion de oncogenes y
pérdida de la funcion genética supresora. Este micro ambiente promueve la
expresion del factor inducible por hipoxia 1a (HIF1a) y consecuentemente una
mayor liberacion de VEGF por las células del osteosarcoma. Como consecuencia,
se produce en el tumor la formacion de una red vascular inmadura, irregular y
permeable, la que se hace insuficiente e inefectiva, por lo que se produce en el
tumor un estimulo permanente tipo feedback conduciendo a un ciclo vicioso de neo-

angiogénesis (Broadhead, et al., 2011).

Ademas VEGF regula positivamente, en células endoteliales, la expresion de
MMPs que se encuentran involucradas en el fenotipo agresivo e invasivo del
osteosarcoma (Unemori, et al., 1992). Interesantemente, en otros tumores
(pancreas y fibrosarcoma) se ha demostrado que MMP-9 permite la liberacion del
VEGF almacenado en la MEC (matriz extracelular) tumoral y que una disminucion
de los niveles extracelulares de MMP9 se asocia a una menor vascularizacion

tumoral (Bergers, et al., 2000; Oh, et al., 2001).

Utilizando la linea celular de osteosarcoma humana SaOS se ha podido
establecer que la sobre expresion de PDGF (factor de crecimiento derivado de
pigmento), un factor que regula negativamente la expresion de VEGF, inhibe la
densidad microvascular tumoral en modelo ortotépico (Ek, et al., 2007a; EK, et al.,
2007b; Ek, et al., 2007c). Otros factores como el factor transcripcional YYI forma un

complejo activo con HIFla en el promotor del gen VEGF que estimula la



transcripcion y expresion de este gen, asi como la secrecion de VEGF (de Nigris, et
al.,, 2010). En experimentos in vitro e in vivo se ha determinado que en
osteosarcoma (células SaOS) un menor crecimiento tumoral inducido por el
knockdown del factor transcripcional YY| se asoci6 a una menor expresion de VEGF
y una disminucion en la neo-angiogénesis del tumor (de Nigris, et al., 2008; de Nigris

et al., 2013).

La proteina asociada a metéstasis Mts1, también conocida como S100A4,
fue descrita como un factor extracelular que promueve angiogénesis en tumores de
carcinoma mamario (Ambartsumian, et al., 2001). Al respecto, se ha demostrado
que la expresion de S100A4 regula positivamente los niveles de VEGF en células
de cancer tiroideo y la angiogénesis in vivo (Jia, et al., 2013). Interesantemente, el
tratamiento de células de osteosarcoma con la proteina S100A4 estimuld la
expresion y secrecion de OPN que podria estar asociada a la induccion de la
angiogénesis tumoral (Berge, et al., 2011). Adicionalmente, se ha observado una
correlacion en la expresion de OPN y VEGF en biopsias de osteosarcoma
(Sulzbacher, et al., 2002). Como ya fue mencionado, Runx2 regula el promotor de
OPN en una linea celular de osteosarcoma (Giacopelli, F., et al., 2004), sin
embargo, la expresiéon de OPN en osteosarcoma aun no se ha estudiado en relaciéon

a vascularizacion tumoral (Fisher, et al., 2001; Sulzbacher, et al., 2002).

Mas recientemente, se demostré que en células osteosarcoma el knockdown
de IL-6, un conocido gen blanco de Runx2, disminuye la produccion de VEGF y la

induccion de angiogénesis in vitro, mediada por el medio condicionado de estas



células, sugiriendo que IL-6 podria incrementar la produccion de VEGF a través de

la via IL-6R/ASK/p38/AP1 (Tzeng, et al., 2013).

En el osteosarcoma VEGF ejerceria un rol tanto autocrino como paracrino,
asociado la agresividad tumoral. Asi, una sub-poblacibn de células de
osteosarcoma que expresan altos niveles de VEGFR1, secretan altos niveles de
VEGF y presentan un mayor crecimiento tumoral, angiogénesis y osteolisis in vivo

(Ohba, et al., 2014).

En muestras de osteosarcoma humano se observa una correlacién positiva
entre la expresion de VEGF y una mayor densidad microvascular (angiogénesis),
evaluada por marcadores de células endoteliales (CD34, CD31) (Kaya, M., et al.
2000; Yang, J., et al., 2011; Lammli, J., et al.,, 2012). Ademas se observa en
pacientes de osteosarcoma una correlacion entre elevados niveles plasmaticos de
VEGF y una mayor densidad microvascular tumoral (CD34) (Kaya, M., et al., 2002).
Por altimo, utilizando estudio de imagenes no invasivo se observa en muestras de
osteosarcoma humano una correlacion entre la expresion de VEGF con una mayor

permeabilidad vascular tumoral (Bajpai, J., et al., 2010).

La expresion de VEGF tanto en muestras de tumor como en el plasma, se
asocid significativamente con metéstasis al diagndstico (sincronica) (Kaya, M., et
al., 2002; Lammli, J., et al., 2012), menor sobrevida (Kaya, M., et al. 2000; Yang, J.,
et al., 2011), etapa tumoral mas avanzada (Lammli, J., et al., 2012) y aparicion de

metastasis al seguimiento (recaida o metasincronica) (Kaya, M., et al., 2002).



Finalmente, un meta-analisis publicado recientemente que incluyé 12
estudios de expresion de VEGF en muestra clinicas de osteosarcoma entre los afios
2000 a 2012 (Chen, et al., 2013) y que abarc6 un total de 559 casos, mostrd una
asociacion significativa entre una mayor expresion de VEGF y una menor sobrevida

global como libre de enfermedad.

En base a la evidencia anteriormente presentada planteamos que el factor
de transcripcibn Runx2, que se encuentra expresado en altos niveles en
osteosarcoma y que se asocia a progresion tumoral, estaria promoviendo la
angiogénesis en este tumor 0seo, a través de la expresion de genes blancos con

funcién pro-angiogénica.

Si bien se ha descrito que Runx2 regula la expresion de genes blancos con
funcién angiogénica en células de cancer de prostata y de mama, como VEGF,
SDF-1 (CXCL12), END-2 y OPN, no existe evidencia experimental que demuestre
gue Runx2 regule el proceso neo-angiogénico en estos tumores a través de la
expresion y funcién de sus genes blanco. Respecto a cancer 6seo, como se ha
mencionado anteriormente, a la fecha se ha descrito el rol de genes blancos de
Runx2 (VEGF, OPN, MMP9, IL-6) con funcidn angiogénica en osteosarcoma, sin
embargo, no existen trabajos en los que se demuestre que estos genes son
regulados por Runx2 en osteosarcoma (con la sola excepcién de OPN) vy, al igual
gue en cancer de prostata y mama, menos aun trabajos que demuestren
experimentalmente el rol de Runx2 en neo-angiogénesis en osteosarcoma. Asi, el
principal objetivo de esta tesis fue establecer mediante experimentos funcionales el

rol de Runx2 en el proceso de neo-angiogénesis tumoral, asi como contribuir a la



busqueda de nuevos genes blancos de Runx2 con funcién angiogénica en

osteosarcoma.



HIPOTESIS

La hipétesis del proyecto propone que: “Runx2 promueve la angiogénesis y
la expresion de genes blanco con funcidn pro-angiogénica en osteosarcoma”. Esta
hipotesis se abordd experimentalmente en base al desarrollo de cuatro objetivos

especificos.

OBJETIVO GENERAL
Definir el rol de Runx2 en el proceso de angiogénesis en un modelo celular

de osteosarcoma humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar la expresion de Runx2 en lineas celulares de osteosarcoma humano

y la capacidad angiogénica de cada una de estas.

2. Identificar y determinar la expresion de genes blanco de Runx2 con funcion

pro-angiogénica en células de osteosarcoma humano.

3. Analizar la funcion de Runx2 en la expresion de genes blanco pro-

angiogénicos en células de osteosarcoma humano.

4. Determinar el rol funcional de Runx2 en la capacidad angiogénica de células

de osteosarcoma humano.



MATERIALES Y METODOS

Cultivos Celulares

Las lineas celulares de osteosarcoma humano SaOS, MG63, U20S, HOS y
G292, fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA) y mantenidas segun las
condiciones especificadas por el proveedor (Tabla 1). La linea celular SaOS fue
cultivada en medio modificado McCoy’s 5A (Gibco) suplementado con 15% suero
fetal bovino (SFB) (Hyclone); MG63 y HOS fueron cultivadas en medio DMEM
(Gibco) con 10% SFB; U20S y G292 fueron cultivadas en medio McCoy’s 5A con
10% SFB. Todos los medios fueron adicionalmente suplementados con penicilina
100 U/ml (Gibco), estreptomicina 100 ug/ml (Gibco), L-Glutamina 2 mM (Gibco) y
con fungizona 0,5 ug/ml (anfotericina B) (Gibco). Las células fueron sembradas en
placas de 100 mm o 60 mm segun sea el caso y cultivadas en 10 ml o 3 ml de medio
de cultivo suplementado, respectivamente. EI medio fue cambiado segun
indicaciones de ATCC (Tabla I) y las células cultivadas en atmdésfera humidificada
con CO2 al 5% y temperatura de 37°C.

Los cultivos primarios de células endoteliales de vena de cordon umbilical
humano (HUVECS) utilizados en este estudio fueron obtenidos en el laboratorio de
la Dra. Paola Casanello (Instituto de Investigaciones Médicas, Facultad de
Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile), bajo un acuerdo de
colaboracion. Las células fueron recepcionadas en pasaje cero o uno y cultivadas
hasta una confluencia del 80% en placas de 60 mm, sobre gelatina al 0,2%
(SIGMA), en 3 ml de medio M199 (Gibco) suplementado con SFB al 20%, heparina

25 ug/ml (Sigma-Aldrich) y ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement) (Sigma-



Aldrich®), L-Glutamina, penicilina, estreptomicina y fungizona, en las mismas
concentraciones anteriores. El medio fue cambiado cada dos dias y las células
cultivadas en atmadsfera humidificada con CO: al 5% y temperatura de 37°C. Para
amplificar las células HUVECSs, estas fueron lavadas con PBS 1x y resuspendidas
utilizando tripsina (Trypsin-EDTA 0,25%, Gibco). La actividad de la tripsina fue
reducida por dilucion agregando medio de cultivo en una proporcion de 1:10. Luego
las células fueron traspasadas a (2 a 5 pasajes) placas nuevas y cultivadas bajo las
mismas condiciones descritas anteriormente. Finalmente, las células fueron
resuspendidas utilizando tripsina, como ya se indico, centrifugadas a 1500 rpm,
resuspendidas en buffer de crio-preservacion (Dimetil sulféxido:SFB en proporcion
1:9) en volumen de 1 ml y almacenadas en nitrégeno liquido a -80°C. Los cultivos
primarios de células HUVECSs fueron utilizadas en ensayos de angiogénesis in-vitro

entre los pasajes 3 al 6.


http://es.wikipedia.org/wiki/Dimetil_sulf%C3%B3xido

Tabla |. Condiciones de cultivo de lineas celulares de osteosarcoma humano segun
especificaciones de fabricante ATCC.

Lineas de osteosarcoma humano SaOS, MG63, U20S, HOS y G292 fueron obtenidas de ATCC,
USA. Se detalla origen de cada linea, propiedad de crecimiento en placa, morfologia, medio de
cultivo, frecuencia de renovacion del medio, tasa de sub-cultivaciéon y su preservacion en nitrégeno

liquido.

Linea Celular_| 5205 |~ “Mces | u20s | —Hos |92 |

Origen 0s humano 0S humano 0S humano de 0S humano de 0S humano de
primario de nifia caucasica nifia caucasica nifla caucasica
nifia caucasica de 15 afios de 13 afios de 9afios
de 11 afios

Adherente Adherente Adherente Adherente Adherente
Morfologia Epitelial Fibroblasto Epitelial Mixta Fibroblasto

Medio de
Cultivo

Frecuencia de
renovacion

Sub-cultivacién

Preservacion

Mckoy’s 5a
medio
mdificado + SFB
15%

1 a2 veces por
semana

1:2a1:4
Medio de
cultivo 95%,

DMSO 5%

DMEM + SFB
10%

2 a 3 veces par
semana

1:4a1:8

Medio de
cultivo 959%,
DMSO 5%

Mckoy's 5a
medio
mdificado + SFB
10%

2 a 3 veces por
semana

1:3a1:6

Medio de
cultivo 95%,
DMSO 5%

DMEM + SFB
10%

2 a 3 veces por
semana

1:2a1:4
Medio de
cultivo 959%,
DMSO 5%

Mckoy’s 5a
medio
mdificado + SFB
10%

24 horas luego
de sembradas,

luego 2 a 3
veces por
semana
1:2a1:4

Medio de
cultivo 95%,
DMS0 5%



Generacion de medios de cultivo condicionados

2 x 10° células de cada una de las 5 lineas celulares de osteosarcoma
humano (Sa0S, MG63, U20S, HOS y G292) fueron sembradas en placas 60 mm,
crecidas hasta una confluencia del 70 a 80%, luego de lo cual el medio de cultivo
fue descartado, las células lavadas 3 veces con PBS y cultivadas en medio DMEM
libre de SFB, suplementado con antibiéticos, antifingico y L-glutamina. Luego de 24
hrs. de cultivo, el medio de cultivo fue obtenido y traspasado a tubos de 1,5 ml,
centrifugado a 3000 rpm a 4°C por 5 minutos para la eliminacion de detritos
celulares, filtrado en filtros de 0,22 um y almacenado en alicuotas de 500 ul a -80°C,
para ser utilizado posteriormente como medio de cultivo condicionado (MCC). Las
células que quedan adheridas a la placa fueron tratadas con tripsina, resuspendidas
en 1 ml de PBS y cuantificadas en un contador de células automatico LUNA™
(Logos Biosystems). En consideracion a que cada linea celular tiene una capacidad
proliferativa distinta, al final del periodo de acondicionamiento del cultivo, el nimero
de células que condicionaron el medio es variable y este sera un factor de correccién
a considerar en la evaluacion comparativa de la capacidad angiogénica entre las
distintas lineas celulares o entre distintas condiciones. Al momento de su uso, el

MCC sera descongelado en hielo y utilizado sélo una vez.

Obtencidén de RNA total y generacion del cDNA

El ARN total fue extraido con reactivo Trizol® Reagent (ambion) a partir de
células crecidas en monocapa siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ARN
total fue resuspendido en 50 ul de agua libre de nucleasas (UltraPure'™ Distilled

Water, Invitrogen) y cuantificado mediante método de quimioluminiscencia con kit



Qubit® RNA BR (invitrogen'™). La integridad del ARN total se determiné mediante
la visualizacion de las bandas de RNA ribosomal 28S y 18S, utilizando electroforesis
en geles de agarosa al 1%, tefildos con bromuro de etidio (1 mg/ml).

Una alicuota de 200ng de ARN total fue tratada con RQ1 DNase (Promega)
por 30 minutos a 37°C, luego se agregaron 1,5 ul de RQ DNAse stop solution
(Promega) para detener la reaccion y posteriormente se incubé a 65°C por 10
minutos para inactivar la DNAsa. El cDNA fue sintetizado a partir de esta muestra
de RNA libre de DNA, utilizando partidores al azar (Random Primers, Promega). La
muestra fue ARN tratada con DNAsa fue incubada a 70°C por 5 minutos. Luego se
le agreg0 transcriptasa reversa (ImProm [I'™ reverse transcriptase, Promega), Buffer
(ImProm II' 5X reaction buffer, Promega), MgCI2 25mM (Promega), dNTPs 100mM
(Promega) y RNAasa out (Recombinant RNasin® ribonuclease inhibitor, Promega).

Finalmente se incub6 a 42°C por 50 minutos.

PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)

Las reacciones de gqPCR fueron preparadas en un volumen total de 10ul
conteniendo 5ul de Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems®),
partidores especificos para RUNX2, COL5A1, CYR61, END1, ANG, VEGFA y el
ARN ribosomal 18S, en concentraciones de 200 a 600 nM segun corresponda, 1 ul
de cDNA y agua libre de nucleasas. Los partidores fueron disefiados y analizados
utilizando programas CLUSTAL-W y Primer Blast, u obtenidos segun reportes
previos (Tabla Il). La eficiencia de amplificacion de cada partidor fue validada
respecto al control endégeno 18S. El método utilizado para realizar la cuantificacion

mediante gPCR fue el del delta-delta Ct (AACt). Los resultados fueron graficados



como promedio +/- SEM (error estandar) obtenido de tres experimentos
independientes y cada uno de estos en duplicado. Las diferencias estadisticamente
significativas fueron obtenidas mediante un test de t de student y se indican como

* p<0,05.

Tabla Il. Secuencia de partidores utilizados.

Lista de partidores utilizados para cuantificar expresion de ARNm, mediante RT-gPCR, de los genes
humanos evaluados en esta tesis. Se indica la secuencia de partidores sentido (FW) y antisentido
(RV) en sentido 5 a 3", tamafio del amplycon en pares de bases (PB), longitud de cada partidor y

temperatura de annealing (TM).

e N b e

CAACTTTCGATGGTAGTCG
RV CCTTCCTTGGATGTGGTA 18 60
Fw GTCATCCCACCATCACCAAAGCC 92 23 60
RV ATCGGGAAGGCACCTGCAGAATG 23 60
FW ATGAATTGATTGCAGTTGGAAA 86 22 60
RV TAAAGGGTTGTATAGGATGCGA 22 60
FW GGATGACAATGGACCTCTCAG 101 21 60
RV TCAGACACAAACACTCCCTTAG 22 60
FW CCCTCACAGAGAAAACCTAAG 200 21 60
RV GGTAAGCCATTTTCACAAGC 20 60
Fw AGCCTTGCCTTGCTGCTCTAC 83 21 60

RV TGATGATTCTGCCCTCCTCCTT 22 60




Obtencién de proteinas totales

Extractos de proteinas totales celulares fueron obtenidos desde placas de
cultivo con confluencia entre un 80 a 90%, como se detalla a continuacion. Las
placas de cultivo fueron puestas sobre hielo y las células fueron recolectadas en 1
ml de PBS frio conteniendo un céctel de inhibidores de proteasas Complete
(Roche). La suspension de células fue transferida a un tubo eppendorf de 1,5 ml
mantenido en hielo y luego centrifugada a 5000 RPM durante 5 minutos a 4°C en
centrifuga refrigerada (Mikro 200R, Hettich®). El sobrenadante fue descartado y las
células sedimentadas fueron mantenidas en hielo, resuspendidas en buffer de lisis
sin colorante (250 ul de Tris HCI (pH 6,8) 2M, 2 ml de SDS 10 %, 1ml de Glicerol,
1,2 gr de Urea y c.s.p. 8,6 ml de Agua) y sonicadas por 10 segundos. La
concentracion de proteina totales fue cuantificada mediante el método del acido
bicinconinico (Pierce® BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific) en lector de Elisa
con el programa Gen5 Data Analysis Software (Biotek®). Posteriormente, se
adiciono al buffer de carga que contiene la muestra de proteinas totales DTT 1M al

11% y azul de bromofenol al 1% y se almaceno a -80 °C.

Western Blot

40-70 ug de proteinas totales fueron fraccionadas utilizando gel SDS-PAGE
(poliacrilamida al 10%) en buffer de corrida (25 mM Tris-HCI, 0,2 M glicina, 0,35 %
SDS) a 30 mA, 180V, por aproximadamente 3 horas y transferidas a membrana de
nylon (Hybond™-N+, Amershan Biosciences) mediante transferencia himeda en
buffer de transferencia (3,03 gr de Trizma-base; 14,4 gr de Glicina y 200ml de

Metanol méas agua doble destilada en c.s.p. 1lt) por 120 minutos a 300 mA y 120V.



Las membranas fueron blogueadas con leche al 5% (Dry fat milk, Biorad®)
en PBS Tween 1% (PBS-T) por 1 hora, lavadas dos veces con PBS-T por 5 minutos
e incubadas con los anticuerpos primarios en PBS-T con leche al 1%. Para la
deteccién de Runx2 y CYRG61, las membranas fueron incubada alternativamente
con el anticuerpo primario monoclonal anti-Runx2 (gentileza del Dr. Stein) diluido
1:500 v/v o con anticuerpo policlonal anti-Cyr61 (NB 100-356, Novus Biologicals)
diluido 1:2000 v/v, por 12 hrs a 4°C y con agitacion. Para la deteccion de Actina, las
membranas fueron incubadas con anticuerpo policlonal anti-actina (sc-1615, Santa
Cruz®) diluido 1:2000 v/v por 1 hora a temperatura ambiente y con agitacién. Luego,
las membranas fueron lavadas dos veces por 5 minutos y una tercera vez por 10
minutos con PBS-T a temperatura ambiente y con agitacién, seguido por incubacion
con los respectivos anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa anti-mouse
(n°cat, Santa Cruz®) diluido 1:2000 v/v o anti-rabbit (n°cat, Santa Cruz®) diluido
1/2000 v/v o con anti-goat (sc-2020, Santa Cruz®) diluido 1:2000 v/v, por 1 hora a
temperatura ambiente y con agitacion. Finalmente, los anticuerpos secundarios anti-
mouse y anti-rabbit fueron lavados tres veces por 5 minutos con PBS-T a
temperatura ambiente y con agitacion, mientras que el anticuerpo secundario anti-
goat fue lavado dos veces por 5 minutos y una tercera vez por 10 minutos con PBS-
T a temperatura ambiente y con agitacion.

Las bandas proteicas inmunoreactivas fueron visualizadas mediante Kit de
deteccion quimioluminiscente (EZ-ECL Solution A y B, Biological Industries) y
reveladas utilizando peliculas fotosensibles BioMax® Light Film (Kodak). La
intensidad de la sefial fue cuantificada por densitometria utilizando el programa

Image J® y normalizada por la sefial de Actina (control de carga). Los resultados



fueron analizados y graficados en base a un promedio de tres experimentos
independientes +/- SEM. Se ultilizo test de t de student para evaluar las diferencias

significativas entre las distintas lineas celulares y se indican como *p<0,05.

Transduccion con Adenovirus

Con el propésito de sobre-expresar Runx2 en las lineas celulares de OS
humano, se utilizé el vector adenoviral AdV-GFP-Runx2 que contiene el gen de
Runx2 wild type y la proteina fluorescente verde (GFP) para su deteccion. Como
control negativo se utiliz6 AdV-GFP, que Unicamente expresa el gen de GFP. 2 x
10° células de cada linea celular fueron sembradas en placas de 60 mm y cultivadas
en su medio de cultivo correspondiente hasta una confluencia de 60-70%. Luego,
las células fueron lavadas 2 veces con PBS y se adicion6 900 ul de medio de cultivo
para transduccion (medio de cultivo correspondiente suplementado con 1% de SFB
mas penicilina, estreptomicina, I-glutamina y fungizona en mismas concentraciones
anteriores al 0,2%) y transducidas por 4 horas con 30 x 10° opu/ml (optical particle
units) de AdV-Runx2-GFP o AdV-GFP y cultivadas en atmdsfera humidificada con
CO2 al 5% y 37°C. Luego, se adicionaron a cada placa de cultivo 600 ul del mismo
medio de cultivo para transduccién y las células fueron cultivadas por 10 horas mas
en atmésfera humidificada con CO:z al 5% y 37°C. Posteriormente, se descart6 el
medio de cultivo para transduccion y se adicionaron 3 ml de medio cultivo estandar,
segun corresponda a cada linea celular. Para producir medio condicionado, el medio
de cultivo para transduccion fue reemplazado por DMEN sin SFB y con penicilina,
estreptomicina, I-glutamina y fungizona. Finalmente las células fueron crecidas por

24 horas tras la transduccion adenoviral.



Extractos de proteinas totales fueron obtenidos para verificar la sobre-
expresion de Runx2, asi como la expresion de SYR61 y actina, mediante western
blot. Ademas, se obtuvo ARN total para evaluar la expresion de genes blanco de
Runx2, mediante RT-gPCR y western blot. Para ensayos de angiogénesis in-vitro
se obtuvo el medio condicionado sin SFB a las 24 horas, el cual fue centrifugado y

filtrado en filtros de 0,2 um, para luego ser congelado a -80°C.

Transfeccion con siRNA

3 x 10° células fueron sembradas en placas de 60 mm y cultivadas en 3 ml
del correspondiente medio de cultivo estandar y cultivadas hasta obtener una
confluencia del 60%. Luego las células fueron lavadas 2 veces con PBS y
transfectadas en 2 ml de medio Opti-MEM® (Gibco®) con 20uM de siRNA-Runx2
(Dharmacon®) o con 20uM de siRNA non-silencing (SiRNA control) (Dharmacon®),
utilizando oligofectamina (Invitrogen®), segun las instrucciones del fabricante, e
incubadas por 4 horas en atmésfera humidificada con CO:2 al 5% y temperatura de
37°C. Posteriormente, se adiciono a las placas 1 ml del correspondiente medio de
cultivo 3x (30% SFB, L-glutamina 3x, antibiéticos 3x y antimicético 3x) para obtener
concentraciones estandar de SFB, I-glutamina, antibioticos y antimicotico, para
continuar con el cultivo de las células por 24 horas mas. Finalmente, las células
fueron lavadas tres veces con PBS vy cultivadas en 3 ml de medio D-MEM sin SFB
por un periodo adicional de 24 horas, con el fin de obtener medio de cultivo

condicionado, asi como muestras de ARN y proteinas totales.



Transduccién con shRNA

Se sembraron 3 x 10° células de la linea de osteosarcoma humano SaOS en
placas p60. Se crecieron hasta una confluencia del 50% para luego retirar el medio
y lavarlas con PBS. Posteriormente se adicion6 3 ml de polibreno 8 ug/mL a cada
placa y luego 600ul de lentivirus por goteo a cada placa. Este posee el ShRNA para
Runx2 o el shRNA Control, el cual fue generado segun lo descrito por Pratap, et al.,
2008. Finalmente luego de 24 horas se cambié por medio completo correspondiente

a la linea SaOS.

Ensayo de angiogénesis in-vitro

Ensayos de angiogénesis in-vitro fueron realizados en un sistema de placas
de 24 pocillos cubiertos con matrigel reducido en factores de crecimiento (BD
matrigel™ matrix). El matrigel, almacenado en alicuotas a -80° C, se descongela a
4°C durante la noche (no mas de 12 horas), se adicionan 200ul de matrigel a cada
pocillo de la placa y luego se incuba a 37°C y 5% de CO:2 por un periodo de 30
minutos para lograr la polimerizacion del matrigel.

Células HUVECS, cultivadas a una confluencia de 80%, fueron lavadas 3
veces con PBS, tripsinizadas (Trypsin-EDTA 0,25%, Gibco), centrifugadas a 1.500
rpm y resuspendidas en un tubo estéril de 1,5 ml en su correspondiente medio de
cultivo sin suplementar, a una concentracién cercana y no mayor a 1 x 108/ml. 4 x
104 células HUVECSs en no mas de 40ul de medio de cultivo fueron mezcladas con
500ul de MCC, sembradas en cada uno de los pocillo cubiertos con matrigel e
incubadas a 37°C y 5% de CO:2 durante 3 a 6 horas, hasta la formacion de

estructuras tubulares. Luego cada pocillo fue observado bajo microscopio y



fotografiado en al menos 9 campos distintos con aumento 10x, obteniendo
fotografias representativas de cada pocillo.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el programa Image J®.
Se cuantifico los brotes y uniones entre células endoteliales, y poligonos (unién
entre 3 0 mas células), obteniéndose un puntaje angiogénico segun formula descrita
por Aranda and Owen (2009). Los distintos puntajes angiogénicos fueron corregidos
segun el numero de células cuantificado al final del periodo de acondicionamiento
del medio de cultivo y estandarizados por 1 x 10 células.. Cada experimento fue
realizado en triplicado con medio condicionado de cada una de las distintas lineas
celulares. Los resultados fueron graficados y analizados como promedio +/- SEM.
Las diferencias estadisticamente significativas fueron obtenidas con prueba de
ANOVA o t-test segun corresponda y se indican como *, p<0,05; **,p<0,005 0 ***,

p<0,001.

Andlisis estadisticos y gréaficos

Todos los resultados se muestras como promedio de al menos 3
experimentos junto al error estdndar (SEM) correspondiente.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados mediante el software
GraphPad Prism® utilizando prueba estadistica de t de student o ANOVA segun
corresponda. Los resultados significativamente estadisticos fueron en base a un
p<0,05,*; p<0,005, ** 0 p<0,001, *** segun corresponda.

Todos los resultados fueron graficados utilizando el software Microsoft Office

Excel Professional Plus 2013.



Modelo de estudio propuesto

Figura n°l: Esquemaresumen del modelo de estudio propuesto.

(A) Se utilizaran 5 lineas diferentes de osteosarcoma humanas para los distintos ensayos.

(B) La expresién de Runx2 sera modulada en las distintas lineas celulares. Se sobre-expresara
Runx2 mediante transduccion con adenovirus para Runx2, y se inhibira su expresién mediante
uso de siRNA o shRNA para Runx2.

(C) Se evaluara la expresion de distintos genes blanco de Runx2 mediante técnica de RT-qPCR
y Western Blot en las distintas lineas celulares de osteosarcoma humano.

(D) Se realizara un ensayo de angiogénesis in-vitro para evaluar la capacidad de angiogénesis

de los medios de cultivo condicionados obtenidos del cultivo de las distintas lineas celulares.
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RESULTADOS

e Objetivo 1: Evaluar la expresion de Runx2 en lineas celulares de osteosarcoma

humano y la capacidad angiogénica de cada una de estas.

Con el fin de establecer el nivel de expresion de Runx2 en nuestro modelo
celular de osteosarcoma, se evaluo6 por Western Blot la expresion diferencial de este
factor transcripcional en un panel comercial de 5 lineas celulares de osteosarcoma
humano (SaOS, MG63, U20S, HOS y G292). Estas lineas celulares fueron
establecidas a partir de muestras de osteosarcoma provenientes de pacientes
pediatricos (Tabla I) Los resultados muestran que la linea celular SaOS presenta
altos niveles de proteina Runx2 y que las lineas HOS y G292 presentan niveles
intermedios de este factor, mientras que las lineas celulares U20S y MG63 muestra
niveles bajos o practicamente no detectables de Runx2 (Figura 2 A-B). Asi, nuestro
panel de lineas celulares refleja una variabilidad en los niveles de Runx2 que ha
sido reportada previamente en muestras de osteosarcoma y que asocia elevados
niveles de este factor con una mala respuesta a la quimioterapia, metastasis y pobre

sobrevida (Sadikovic, et al., 2010; Won, et al., 2009).
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Figuran®2: Niveles de proteinade Runx2 en 5lineas celulares de OS humano. Las lineas SaOS, MG63,
U20S, HOS y G292 fueron cultivadas hasta una confluencia del 80%. Se extrajo proteina total, y los niveles
de Runx2 y actina fueron analizados mediante western blot. (A) Los niveles de proteina fueron cuantificados
mediante andlisis densitométrico y normalizados por actina. (B) Se muestra un resultado representativo de
las bandas inmunoreactivas obtenidas para Runx2 y Actina. Se observa una mayor expresion de Runx2 en
la linea celular de OS humano SaOS, niveles intermedios para las lineas HOS y G292, bajos para la linea
U20S y muy bajos para la linea MG63.

(A) Las barras muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de 3 experimentos independientes. Las

diferencias estadisticamente significativas entre lineas celulares se indican como *, p<0,05.



Estando en conocimiento del nivel de expresion de Runx2 en cada linea
celular, se determiné la capacidad de cada una de ellas para inducir angiogénesis
y si esta capacidad se correlaciona con los niveles de expresién de Runx2. Para ello
se utilizaron los respectivos MCC en un ensayo in-vitro de formacion de estructuras
tubulares en matrigel utilizando células HUVECs.

Se observé que el MCC de la linea SaOS (altos niveles de proteina Runx2)
exhibe una mayor capacidad angiogénica, mientras que el MCC de las lineas HOS
y G292 (niveles intermedios de proteina Runx2) y de las lineas U20S y MG63
(niveles bajos y casi indetectables de proteina Runx2) presentaron capacidad
angiogénica intermedia y baja, respectivamente (Figuras 3 A-B). De este modo se
observa una correlacion positiva entre los niveles de expresion protéica de Runx2 'y

la capacidad angiogénica in-vitro de las lineas celulares de osteosarcoma humano.
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Figura n°3: Capacidad angiogénica de HUVECs sometidas a MCC de 5 lineas de OS humano. Se
obtuvieron los MCC de las lineas Sa0OS, MG63, U20S, HOS y G292. Luego se sembraron las HUVECs en
matrigel con los MCC y se analizé la formacién de estructuras tubulares. (A) La capacidad angiogénica fue
cuantificada mediante férmula de puntaje angiogénico. (B) Se muestran imagenes representativas de
angiogénesis in-vitro de lineas de OS humano.

Se observa un mayor puntaje (normalizado por 10000 células) en la linea SaOS que es la que presenta mayor
expresion de Runx2. Por el contrario MG63 y U20S son las lineas con menor puntaje angiogénico, siendo estas
las con menores niveles de expresién de Runx2. (B) Las barras muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos
de 3 experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas entre lineas celulares se
indican como *, p<0,05; **, p<0,005. (Circulo: poligono de ECs, flecha blanca: union entre ECs y flecha negra:
brote de ECs).



e Objetivo 2: Identificar y determinar la expresion de genes blanco de Runx2 con

funcion pro-angiogénica en células de osteosarcoma humano.

Una vez establecida la correlacidon entre el nivel de expresion de Runx2 y la
capacidad angiogénica contenida en el MCC de cada linea celular de osteosarcoma,
se propuso identificar genes blanco de Runx2, que codifiquen para proteinas con
funcién pro-angiogénica y que sean secretadas al medio extracelular. Con este fin,
se realizé un analisis de dos bases de datos de microarray generadas en la linea
celular SaOS. La primera fue generada al modular la expresién de Runx2 mediante
SiRNA, situacién que modifica la abundancia del ARN mensajero transcrito a partir
de genes regulados por este factor y que son detectados mediante el uso de
Affymetrix microarray (Hu-U133Plus2 chips). Esta estrategia experimental esta
dirigida a la busqueda de genes blancos putativos de Runx2 evidenciado por
cambios en la modulacion de sus respectivos niveles de transcritos (van der Deen,
et al., 2012).

La segunda base datos de Chip on CHIP, fue generada al inmunoprecipitar
regiones promotoras nativas que unen el factor transcripcional Runx2, que
posteriormente son aisladas, amplificadas, marcadas y desafiadas contra un
microarray de regiones promotoras (human HG18 Refseq promoter array). Esta
estrategia esta dirigida a la busqueda de genes blancos cuyas regiones promotoras
serian potencialmente reguladas por Runx2 (van der Deen, et al., 2012).

El total de genes potencialmente regulados por Runx2, seleccionados a partir
de ambas bases de datos, fueron analizados mediante el software DAVID 6.7

(Functional Annotation Bioinformatics Microarray data base), que permitié la



seleccion 22 genes con funcién angiogénica, de los cuales solo 4 codifican para
proteinas de secrecion: Endotelina 1 (END1), Angiogenina (ANG), Colageno tipo V
alfa 1 (COL5A1) e Inductor angiogénico rico en cisteina 61 (CYR61) (Figura 4). El
andlisis in silico de las regiones promotoras de estos 4 genes mostro la presencia

de sitios de union para Runx2.
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Figura n°4: Genes seleccionados con capacidad pro-angiogénica que codifican para proteinas de
secrecion y presentan sitios de uniéon para Runx2 en sus promotores. Se identificaron genes pro-
angiogénicos utilizando un ensayo de siRNA-Runx2 y Chip on CHIP para Runx2 en la linea celular SaOS
de osteosarcoma humano. En ambos casos el andlisis fue realizado mediante affimetrix. Los genes
identificados fueron analizados mediante el software bioinformatico DAVID 6.7 (Functional Annotation
Bioinformatics Microarray data base) permitiendo clasificarlos segin su funcién. Se obtuvieron 42 genes
relacionados a angiogénesis. 4 de estos genes (ANG, CYR61, END1 y COL5A1) codificaban para proteinas

de secrecién aue a su vez presentan sitios de union por parte de Runx2 en sus promotores.



Una vez identificado este grupo de genes blanco de Runx2 con funcion pro-
angiogénica, se realizd un andlisis del nivel de expresidon de estos genes en cada
una de las lineas celulares de osteosarcoma humano SaOS, MG63, U20S, HOS y
G292, mediante cuantificacion de los niveles de ARNm por PCR en tiempo real
(Figura 5 A-E). Las lineas celulares SaOS (altos niveles de Runx2) y MG63 (niveles
casi indetectables de Runx2) presentaron, de forma consistente y significativa, los
mayores y menores niveles de expresion para COL5A1, CYR61, END1 y ANG,
respectivamente. En las otras lineas celulares (U20S, HOS y G292), que presentan
niveles bajos o intermedios de Runx2, se observo una expresion variable de los
genes pro-angiogénicos (COL5A1, CYR61, END1 y ANG) y cuyo rango de

expresion vario entre lo detectado en SaOS y MG63.
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Figura n°5-A: Niveles de ARNm y curva de melting de COL5A1. Las lineas Sa0S, MG63, U20S, HOS y
G292 fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia, se extrajo ARN total y los niveles de mensajero para
COL5AL1 fueron analizados mediante método AACt para RT-PCR utilizando partidores especificos. (A)
Cuantificacion relativa del ARNm de COL5A1 mediante método RT-gPCR. Las barras muestran datos
(promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (B) Se muestran las curvas de melting
de los partidores de COL5A1 y el control enddgeno 18S (verde).
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Figura n°5-B: Niveles de ARNm y curva de melting de CYRG61. Las lineas SaOS, MG63, U20S, HOS y
G292 fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia, se extrajo ARN total y los niveles de mensajero para
CYR61 fueron analizados mediante método AACt para RT-gPCR utilizando partidores especificos. (A)
Cuantificacién relativa del ARNm de CYR61 mediante método RT-qPCR. Las barras muestran datos
(promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (B) Se muestran las curvas de melting
de los partidores de CYRG61 y el control endégeno 18S (verde).
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Figura n°5-C: Niveles de ARNm y curva de melting de END1. Las lineas SaOS, MG63, U20S, HOS y
G292 fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia, se extrajo ARN total y los niveles de mensajero para
END1 fueron analizados mediante método AACt para RT-qPCR utilizando partidores especificos. (A)
Cuantificacion relativa del ARNm de END1 mediante método RT-gPCR. Las barras muestran datos
(promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (B) Se muestran las curvas de melting
de los partidores de END1 y el control endégeno 18S (verde).
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Figura n°5-D: Niveles de ARNm y curva de melting de ANG. Las lineas Sa0OS, MG63, U20S, HOS y
G292 fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia, se extrajo ARN total y los niveles de mensajero para
ANG fueron analizados mediante método AACt para RT-qPCR utilizando partidores especificos. (A)
Cuantificacion relativa del ARNm de ANG mediante método RT-qPCR. Las barras muestran datos (promedio

+/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (B) Se muestran las curvas de melting de los

partidores de ANG y el control endégeno 18S (verde).
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Figura n°5-E: Niveles de ARNm y curva de melting de VEGFA. Las lineas Sa0OS, MG63, U20S, HOS y
G292 fueron cultivadas hasta un 80% de confluencia, se extrajo ARN total y los niveles de mensajero para
VEGFA fueron analizados mediante método AACt para RT-gPCR utilizando partidores especificos. (A)
Cuantificacion relativa del ARNm de VEGFA mediante método RT-gPCR. Las barras muestran datos
(promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (B) Se muestran las curvas de melting
de los partidores de VEGFA y el control end6geno 18S (verde).



e Objetivo 3: Analizar la funcién de Runx2 en la expresion de genes blanco pro-

angiogénicos en células de osteosarcoma humano.

Una vez validad la expresion de los genes COL5A1, CYR61, END1 y ANG
en células de osteosarcoma humano, se procedié a evaluar la funcion de Runx2
como factor de transcripcion en la regulacion de la expresion de estos genes
angiogénicos. Para esto se realizaron 2 estrategias, primero la sobre-expresion de
Runx2, mediante infeccién con vector adenoviral en lineas celulares con baja e
intermedia expresion de Runx2 y capacidad angiogénica (MG63, U20S, HOS y
G292), y en segundo lugar realizaciéon del knock-in de Runx2 mediante siRNA-
Runx2 en una linea celular con elevada expresiéon de Runx2 y alta capacidad
angiogénica (Sa0S). En este analisis se incluyd, como control positivo, el gen VEGF
caracterizado previamente como un conocido gen blanco de Runx2 (Zelzer, et al.,
2001).

En la linea celular MG63, que exhibe niveles casi indetectables de Runx2, en
respuesta a la sobre-expresién de Runx2 se observa un consistente y significativo
aumento en los niveles de ARNm para COL51A, CYR61 y VEGFA (Figuras 6).

En la linea celular U20S, que presenta niveles bajos de Runx2, la sobre-
expresion de Runx2 indujo un aumento en los niveles de mensajero para CYR61 y
ANG, siendo este mayor y significativo para VEGFA, pero observo ademas una
disminucién en el nivel de transcritos para END1 (Figura 7).

En la linea celular HOS, que muestra niveles intermedios de Runx2, en

respuesta a la sobre-expresion de Runx2 se observa un consistente aumento en los



niveles de ARNm para los cinco genes angiogénicos analizados, siendo este
aumento mayor y significativo para CYR61, END1, ANG y VEGFA (Figuras 8).

En la linea celular G292, que registra niveles intermedios de Runx2, se
observo, en respuesta a la sobre-expresion de Runx2, un aumento en los niveles

de ARNm para COL51A, CYR61 y VEGFA (Figura 9).
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confluencia y se transdujo con un vector adenoviral para sobre-expresar
Runx2 o un control GFP. Luego se extrajo ARN total y los niveles de

mensajero para COL5A1, CYR61, END1, ANG y VEGFA fueron analizados mediante método AACt para RT-
PCR utilizando partidores especificos. (A) Se muestran las curvas de melting de los partidores de COL5A1,
CYR61, END1, ANG, VEGFA vy el control endégeno 18S (en verde) en la linea celular MG63 de OS humano.

(B) Cuantificacion relativa del ARNm de los genes pro-angiogénicos mediante método RT-PCR. Las barras

muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (C) Se muestra un

resultado representativo de las bandas inmunoreactivas obtenidas para Runx2 y Actina. Se observa un aumento

de la expresion de Runx2 al comparar la linea MG63 GFP (control) vs MG63 adRunx2 al sobre-expresar Runx2

mediante transduccion adenoviral.

Las diferencias estadisticamente significativas entre la linea celular control (GFP) respecto de la con sobre-

expresion de Runx2 (adRunx2) se indican como *; p<0,05.
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Figuras n°7: Niveles de ARNm y curvas de melting de los genes
pro-angiogénicos al sobre-expresar Runx2 en la linea celular
U20S. La linea celular U20S fue cultivada hasta un 70-80% de
confluencia y se transdujo con un vector adenoviral para sobre-expresar

Runx2 o un control GFP. Luego se extrajo ARN total y los niveles de

mensajero para COL5A1, CYR61, END1, ANG y VEGFA fueron analizados mediante método AACt para RT-
PCR utilizando partidores especificos. (A) Se muestran las curvas de melting de los partidores de COL5A1,
CYR61, END1, ANG, VEGFA y el control endégeno 18S (en verde) en la linea celular U20S de OS humano.

(B) Cuantificacion relativa del ARNm de los genes pro-angiogénicos mediante método RT-PCR. Las barras

muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (C) Se muestra un

resultado representativo de las bandas inmunoreactivas obtenidas para Runx2 y Actina. Se observa un aumento

de la expresion de Runx2 al comparar la linea U20S GFP (control) vs U20S adRunx2 al sobre-expresar Runx2

mediante transduccién adenoviral.

Las diferencias estadisticamente significativas entre la linea celular control (GFP) respecto de la con sobre-

expresion de Runx2 (adRunx2) se indican como *; p<0,05.



COL5A1y18S CYR61y 18S END1y 18S ANG y 18S VEGFA'y 18S

e Corve e Curve Ve Curve . Wemcure

B
Sobre-expresion Runx2 en HOS
3,5 *
ey
% *
3 3
E *
= 2,5 .
3(: _
) 2
o
[%2]
o 1,5
2
)
L 1 T - T T T
[
—
(%]
QL 05
4]
2
Z o0
COL5A1 CYR61 END1 ANG VEGFA
HOS GFP m HOS adRunx2
C
i e Figuras n°8: Niveles de ARNm y curvas de melting de los genes
GFP  adRunx2 pro-angiogénicos al sobre-expresar Runx2 en lalinea celular HOS.
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control GFP. Luego se extrajo ARN total y los niveles de mensajero para

COL5A1, CYR61, END1, ANG y VEGFA fueron analizados mediante método AACt para RT-PCR utilizando
partidores especificos. (A) Se muestran las curvas de melting de los partidores de COL5A1, CYR61, END1,
ANG, VEGFA y el control endégeno 18S (en verde) en la linea celular HOS de OS humano. (B) Cuantificacion
relativa del ARNm de los genes pro-angiogénicos mediante método RT-PCR. Las barras muestran datos
(promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (C) Se muestra un resultado representativo
de las bandas inmunoreactivas obtenidas para Runx2 y Actina. Se observa un aumento de la expresion de
Runx2 al comparar la linea HOS GFP (control) vs HOS adRunx2 al sobre-expresar Runx2 mediante
transduccion adenoviral.

Las diferencias estadisticamente significativas entre la linea celular control (GFP) respecto de la con sobre-

expresion de Runx2 (adRunx2) se indican como *; p<0,05.
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La linea celular G292 fue cultivada hasta un 70-80% de confluencia y
se transdujo con un vector adenoviral para sobre-expresar Runx2 o un

control GFP. Luego se extrajo ARN total y los niveles de mensajero para

COL5A1, CYR61, END1, ANG y VEGFA fueron analizados mediante método AACt para RT-PCR utilizando
partidores especificos. (A) Se muestran las curvas de melting de los partidores de COL5A1, CYR61, END1,

ANG, VEGFA y el control endogeno 18S (en verde) en la linea celular G292 de OS humano. (B) Cuantificacion

relativa del ARNm de los genes pro-angiogénicos mediante método RT-PCR. Las barras muestran datos

(promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (C) Se muestra un resultado representativo

de las bandas inmunoreactivas obtenidas para Runx2 y Actina. Se observa un aumento de la expresion de

Runx2 al comparar la linea G292 GFP (control) vs G292 adRunx2 al sobre-expresar Runx2 mediante

transduccion adenoviral.

Las diferencias estadisticamente significativas entre la linea celular control (GFP) respecto de la con sobre-

expresion de Runx2 (adRunx2) se indican como *; p<0,05.



Para los experimentos de inhibicion de la expresion de Runx2 y su efecto en
la expresidn de genes pro-angiogénicos, se selecciond la linea celular SaOS por
presentar altos niveles de la proteina Runx2 y alta capacidad angiogénica. Al
silenciar la expresion de Runx2 mediante siRNA-Runx2 en SaOS, se observo una

caida significativa de los niveles de CYR61 y VEGF (Figura 10).
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Actina . 4| YS® transfectd con un siRNA para inhibir la expresion de Runx2 o un non

silecing (NnsRNA). Luego se extrajo ARN total y los niveles de mensajero

para COL5A1, CYR61, END1, ANG y VEGFA fueron analizados mediante método AACt para RT-PCR utilizando

partidores especificos. (A) Se muestran las curvas de melting de los partidores de COL5A1, CYR61, END1,
ANG, VEGFA y el control enddgeno 18S (en verde) en la linea celular SaOS de OS humano. (B) Cuantificacion

relativa del ARNm de los genes pro-angiogénicos mediante método RT-PCR. Las barras muestran datos
(promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. (C)

Las diferencias estadisticamente significativas entre la linea celular control (NS) respecto de la con inhibicion
de la expresion de Runx2 (siRunx2) se indican como *; p<0,05.




En resumen, de los cuatro genes angiogénicos analizados, se observé de
manera consistente que los niveles de ARNm de CYR61 aumentaron en respuesta
a la sobre-expresion de Runx2 en las lineas celulares MG63, U20S, HOS y G292,
siendo significativo este aumento en las lineas MG63 y HOS. Por otro lado, se
observo una disminucién significativa de los niveles de ARNm para CYRG61, luego
de silenciar la expresion del factor transcripcional Runx2 en la linea celular SaOS.
En base a estos resultados se considerd confirmar si la regulacion en los niveles de
ARNmM de CYR61, mediada por sobre-expresion o inhibicion de Runx2 en MG63 y
Sa0sS, respectivamente, se traduce en cambios en los niveles de la proteina
CYR61.

El andlisis inicial de los niveles de proteina CYR61 muestra que la linea
celular SaOS exhibe altos niveles de esta proteina, mientras que la linea celular
MG63 presenta bajos niveles de la proteina CYR61 (Figura 11), concordante con
los niveles de ARNmM observados en estos dos tipos celulares (Figura 5-B).
Consecuentemente, la sobre-expresion de Runx2, mediada por vectores
adenovirales, en la linea MG63 induce un incremento en los niveles de expresion
de la proteina CYR61 (Figura 12), mientras que el silenciamiento de la expresion de
Runx2 en la linea SaOS mediante siRNA-Runx2 produce una disminucion en los
niveles de la proteina CYR61 (Figura 13), siendo esta aun mayor en el caso del uso
de shRNA-Runx2, mediada por vectores lentivirales (Figura 14). Estos resultados
muestran que en células de osteosarcoma Runx2 puede regular la expresion de

proteinas de secrecion con capacidad angiogénica.
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Figuran©°11: Niveles de proteina de CYR61 en SaOS y MG63.
Las lineas SaOS y MG63 fueron cultivadas hasta una
confluencia del 80%. Se extrajo proteina total, y los niveles de
CYR61 y actina fueron analizados mediante western blot. (A)
Los niveles de proteina fueron cuantificados mediante analisis
densitométrico y normalizados por actina. (B) Se muestra un
resultado representativo de las bandas inmunoreactivas
obtenidas para CYR61 y Actina. Se observa una mayor
expresion de CYRG61 en la linea celular de OS humano SaOS y
muy bajos para la linea MG63.

(A) Las barras muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de
tres  experimentos  independientes. Las  diferencias
estadisticamente significativas respecto de otra linea celular se

indican como *, p<0,05: expresion de SaOS vs MG63.
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Figuran©12: Niveles de proteina de Runx2 y CYR61 al sobre-expresar Runx2 en MG63. La linea MG63
fue cultivada hasta una confluencia del 70-80%. Se transdujo con un vector adenoviral para sobre-expresar
Runx2 o un control GFP. Luego se extrajo proteina total, y los niveles de Runx2, CYR61 y Actina fueron
analizados mediante western blot. Los niveles de proteina de Runx2 (A) y Cyr61 (B) fueron cuantificados
mediante andlisis densitométrico y normalizados por actina. (C) Se muestra un resultado representativo de
las bandas inmunoreactivas obtenidas para Runx2, CYR61 y Actina. Se observa un aumento significativo
de la expresion de la proteina de Runx2 y CYRG61, en la linea celular MG63 de OS humano.

(A) Las barras muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las
diferencias estadisticamente significativas respecto de otra linea celular se indican como *, p<0,05:
expresion de MG63 GFP vs MG63 adRunx2.
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Figuran°13: Niveles de proteina de Runx2y CYRG61 al inhibir la expresion de Runx2 en SaOS. Lalinea

SaOSs fue cultivada hasta una confluencia del 60%. Se transfectd con un RNA interferente (siRNA) para

inhibir la expresion de Runx2 o un control inespecifico (non silencing). Luego se extrajo proteina total, y los

niveles de Runx2, CYR61 y Actina fueron analizados mediante western blot. Los niveles de proteina de

Runx2 (A) y Cyr61 (B) fueron cuantificados mediante analisis densitométrico y normalizados por actina. (C)

Se muestra un resultado representativo de las bandas inmunoreactivas obtenidas para Runx2, CYR61 y

Actina. Se observa una disminucion significativa de la expresion de la proteina de Runx2 y CYRG61, en la

linea celular SaOS de OS humano con siRNA para Runx2.

(A y B) Las barras muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las

diferencias estadisticamente significativas respecto de otra linea celular se indican como *, p<0,05:

expresion de SaOS nsRunx2 vs SaOS siRunx2.
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Figura n°14: Niveles de proteina de Runx2 y CYRG61 al inhibir la expresion de Runx2 en SaOS. Se

utilizé la linea celular previamente transfectda con un shRNA para inhibir de manera estable la expresién de

Runx2 o un shControl. Esta linea celular fue cultivada hasta una confluencia del 70-80%. Luego se extrajo

proteina total, y los niveles de Runx2, CYR61 y Actina fueron analizados mediante western blot. Los niveles

de proteina de Runx2 (A) y Cyr61 (B) fueron cuantificados mediante analisis densitométrico y normalizados

por actina. (C) Se muestra un resultado representativo de las bandas inmunoreactivas obtenidas para

Runx2, CYR61 y Actina. Se observa una disminucion significativa de la expresion de la proteina de Runx2

y CYRG61, en la linea celular SaOS de OS humano con shRNA para Runx2.

(A y B) Las barras muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de tres experimentos independientes. Las

diferencias estadisticamente significativas respecto de otra linea celular se indican como *, p<0,05:

expresion de SaOS shControl vs SaOS shRunx2.




e Obijetivo 4: Determinar el rol funcional de Runx2 en la capacidad angiogénica de

células de osteosarcoma humano.

Con el fin de establecer el rol funcional de Runx2 en la capacidad que las
células del osteosarcoma ejercen sobre células endoteliales para desarrollar un
proceso neo-angiogénico tumoral, se realiz6 un ensayo in-vitro de formacion de
estructuras tubulares en matrigel utilizando células HUVECs estimuladas con MCC,
obtenido a partir del cultivo de células de osteosarcoma con sus niveles de Runx2
modulados por sobre expresion o silenciamiento. Asi, al utilizar MCC obtenido del
cultivo de células MG63 que sobre-expresan Runx2, se observa un aumento

significativo de su capacidad angiogénica (Figura n°15 A-C).



Puntaje angiogénico (x 10%cels.)

Angiogénesis in-vitro

ok K

0,030

0,025

0,020

0,015

0,010

0,005 |

0,000 -

MG63 GFP  MG63 adRunx2

Lineas celulares

Figura n°15: Capacidad angiogénica de HUVECs sometidas

al MCC de MG63 al sobre-expresar Runx2. Se utilizé la linea
celular MG63 previamente transducida con un vector adenoviral
para sobre-expresar Runx2 o un control GFP. Las lineas se
cultivaron hasta un 80%, luego se condicionaron en medio sin
SFB por 24 horas y se extrajo el sobrenadante, el cual luego fue
utilizado en el ensayo de angiogénesis in-vitro. (A) Imagen
representativa de la capacidad angiogénica de la linea celular
MG63 GFP. (B) Imagen representativa de la capacidad
angiogénica de la linea celular MG63 adRunx2. (C)
Cuantificacion de la capacidad angiogénica de MG63 GFP vs
MG63 adRunx2 mediante formula de puntaje angiogénico.

Se observa un aumento significativo de la capacidad
angiogénica del medio de MG63 adRunx2 vs el de MG63 GFP.

Las barras (C) muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de
tres  experimentos  independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas respecto de otra linea celular se
indican como ***, p<0,001: expresion de MG63 GFP vs MG63
adRunx2.

(Circulo: poligono de ECs. Flecha negra: unién entre ECs.
Flecha blanca: brote de ECs).



Por el contrario, la estimulacion de las células HUVECs con el MCC obtenido
del cultivo de células SaOS con una expresion silenciada de Runx2, mediante uso
de siRNA y shRNA, muestra una disminucion significativa de la capacidad
angiogénica tanto como con el siRNA-Runx2 (Figuras n°16 A-C) como con el
shRNA-Runx2 (Figura n°17 A-C), siendo mayor la caida en este ultimo.

Estos resultados proponen el rol funcional de Runx2 para modular la
capacidad tumoral de inducir neo-angiogénesis a través de la regulacion de la
expresion de moléculas pro-angiogénicas secretadas que ejercen una sefalizacién

sobre las células endoteliales para inducir neo-vascularizacion del tumor.
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Figura n°16: Capacidad angiogénica de HUVECs sometidas

al MCC de SaOS al inhibir Runx2. Se utilizé la linea celular
Sa0S previamente transfectada con un siRNA para inhibir la
expresion de Runx2 y un control nsRNA-Runx2. Las lineas se
cultivaron hasta un 80%, luego se condicionaron en medio sin
SFB por 24 horas y se extrajo el sobrenadante, el cual luego fue
utilizado en el ensayo de angiogénesis in-vitro. (A) Imagen
representativa de la capacidad angiogénica de la linea celular
SaOS nsRunx2. (B) Imagen representativa de la capacidad
angiogénica de la linea celular SaOS siRunx2. (C) Cuantificacion
de la capacidad angiogénica de SaOS nsRunx2 vs SaOS
siRunx2 mediante formula de puntaje angiogénico.

Se observa una disminucion de la capacidad angiogénica del
medio de SaOS siRunx2 vs SaOS nsRunx2.

Las barras (C) muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de
tres experimentos independientes.

(Circulo: poligono de ECs. Flecha blanca: uniéon entre EC. Flecha
negra: brote de EC).
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Figura n°17: Capacidad angiogénica de HUVECs sometidas

al MCC de SaOS al inhibir Runx2. Se utilizé la linea celular
SaOS previamente transfectada con un shRNA-Runx2 para
inhibir la expresion de Runx2 y un control shRNA-Control. Las
lineas se cultivaron hasta un 80%, luego se condicionaron en
medio sin SFB por 24 horas y se extrajo el sobrenadante, el cual
luego fue utilizado en el ensayo de angiogénesis in-vitro. (A)
Imagen representativa de la capacidad angiogénica de la linea
celular SaOS shControl. (B) Imagen representativa de la
capacidad angiogénica de la linea celular SaOS shRunx2. (C)
Cuantificacién de la capacidad angiogénica de SaOS shControl
vs Sa0S shRunx2 mediante formula de puntaje angiogénico.
Se observa una disminucion de la capacidad angiogénica del
medio de SaOS shRunx2 vs SaOS shControl.

Las barras (C) muestran datos (promedio +/- SEM) obtenidos de
tres  experimentos  independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas respecto de otra linea celular se
indican como ***, p<0,001: expresion de SaOS shControl vs
SaOS shRunx2.

(Circulo: poligono de ECs. Flecha blanca: union entre ECs.

Flecha negra: brote de ECs).



DISCUSION

Expresion de Runx2 y angiogénesis en células de osteosarcoma humano.

El osteosarcoma corresponde a una enfermedad de etiologia desconocida y
heterogénea respecto a su asociacion a diversas alteraciones genéticas
(Broadhead, et al., 2011; Savage and Mirabello, 2011). Esto nos lleva a la utilizacion
de distintas lineas celulares de osteosarcoma humano para asi tener un grupo de
estudio mas heterogéneo, similar a lo que uno puede encontrar en la clinica, de
modo de evitar proyecciones erroneas de los distintos resultados obtenidos siendo
gue demos mas 0 menos importancia a lo caracterizado en una u otra linea celular.
En osteosarcoma ha observado una asociacion entre la expresion de Runx2 y la
clinica. Es asi como se observa una aumentada expresion de este factor en tumores
gue responden mal a la quimioterapia en comparacion con los que tienen buena
respuesta. Mas aun se observé que altos niveles de Runx2 se correlacionan con
metastasis y una tendencia hacia menor sobrevida (Martin, et al., 2011). Ademas,
se ha observado una asociacion entre la angiogénesis tumoral, revelada mediante
analisis de inmunohistoquimica para VEGF y una menor sobrevida global y libre de
enfermedad (Chen, et al., 2013), siendo también en algunos casos, los niveles de
expresion de VEGF, asociados a una mayor densidad microvascular (Kaya, et a.,
2000; Chen, et al., 2012) y desarrollo de metastasis (Kaya, et al., 2000; Jung, et a.,

2005; Lin, et al., 2011; Qu, et al., 2011; Lammli, et al., 2012).

Para determinar esta asociacion entre expresion de Runx2 y angiogénesis

se realizo un analisis de la expresion de la proteina de Runx2 en distintas lineas de



osteosarcoma humanas ademas de un ensayo de angiogénesis in-vitro.
Interesantemente la linea SaOS mostrd los mayores niveles de proteina para Runx2
asi como también la mayor capacidad angiogénica. Del mismo modo la linea MG63
que presentd niveles casi nulos de expresién de Runx2 mostro la menor capacidad
de angiogénesis in-vitro. Las lineas celulares U20S, HOS y G292 presentaron
niveles bajos (U20S) a intermedios (HOS y G292) de expresion de Runx2 al igual

gue su capacidad angiogénica.

En el caso de las todas las lineas celulares analizadas se observa una
correlacion entre la expresion de Runx2 y la capacidad para promover angiogénesis
in-vitro, siendo mas llamativa esta asociacion en las lineas SaOS y MG63. Debemos
considerar que Runx2 posee la capacidad de modular la expresion de distintos
genes, pudiendo corresponder algunos de ellos a genes que codifican para
proteinas de secrecidn y estas ejercer una eventual funcion angiogénica. De hecho,
experimentos ex-vivo y estudios utilizando ratones transgénicos han demostrado
gue Runx2 regula la expresion de VEGF tanto en osteoblastos como condroblastos,
durante el proceso de osificacion endocondral (Salnikow, et al., 2002). Ademas, la
sobre-expresion de Runx2 en fibroblastos se asocia a un aumento de la expresion
de VEGEF total y su proteina secretada (Zelzer, et al., 2001). En cancer de prostata
la expresién de Runx2 esta asociada a la expresion de dos genes angiogénicos,
VEGF y MMP9, los cuales aumentan su expresion en respuesta a una sobre-
expresar de Runx2 en lineas celulares de cancer prostatico (Akech, et al., 2010).

En lineas celulares de cancer de mama también se ha observado que la



modulacién, mediada por Runx2, de la expresion de los genes VEGF y MMP9, se

asocia a una mayor capacidad de invasion y metéastasis (Pratap, et al., 2006).

Runx2 controla genes blanco angiogénicos en lineas celulares de

osteosarcoma humano.

Interesantemente, experimentos ChIP on Chip en celulas SaOS destinado al
analisis de union de Runx2 a regiones promotoras del genoma, muestra que este
factor se une preferentemente a la secuencia TGTGGT como principal sitio de
union, dentro de las primeras 2000 pares de bases (Meyers, et al.,, 1993). Sin
embargo, también han sido validados, como sitios de union a Runx2, las
combinaciones 5 -(T/A/C)G(T/A/C)GG(T/G) (van der Deen, et al., 2012). Al realizar
la busqueda de sitios de union mediante el software TFSEARCH encontramos las
siguientes secuencias especificas para cada uno de los genes seleccionados.
Especificamente CYR61, ANG y VEGFA poseen 2, 2 y 3 sitios de union a Runx2,
respectivamente. Dentro de esto la secuencia TGTGGT esta presente tanto en
CYR61 como ANG. En el caso de VEGFA se encuentran presentes las secuencias
TGCTGT en 1 de los sitios. COL51 posee so6lo un sitio de unién con un 92% de
homologia para TGCGGT. Finalmente END1 posee 2 sitios de union con un 88,7%
de homologia para TGAGGT.

La linea SaOS que expresa los mayores niveles de Runx2, presento altos

niveles de ARNm cada uno de estos genes angiogénicos, por el contrario la linea



MG63 que presenta los menores niveles de Runx2, presento los niveles méas bajos

de ARNm para cada uno de estos genes.

Analizados los niveles de mensajeros de los genes blanco de Runx2
seleccionados, realizamos la sobre-expresién de Runx2 con el fin de analizar su rol
en laregulacion de la expresion de estos genes. Interesantemente al sobre-expresar
Runx2, CYR61 aumento sus niveles de expresion en todas las lineas celulares
analizadas. CYR61 es expresado durante el desarrollo embrionario en
condensaciones de células mesenquimaticas (O’'Brien and Lau, 1992). Su expresion
permite el proceso de diferenciacion condrocitica a nivel del esbozo de
extremidades (Wong, et al., 1997). Esta expresion aumenta en etapas mas
avanzadas del desarrollo esquelético, asociada a los condrocitos hipertréficos en la
placa de crecimiento (Latinkic, et al., 2001). Interesantemente, CYR61 favorece la
diferenciacion de osteoblastos a través de su funcion sobre la via avB3/ILK (Si, et
al., 2006; Su, et al., 2010), pero inhibe la osteoclastogénesis, permitiendo asi la
formacion de tejido 6seo e inhibiendo su reabsorcion (Crockett, et al., 2007). Asi, es
interesante considerar que como Runx2 se expresa gradualmente durante las
etapas de diferenciacion osteoblastica, podria estar regulando los niveles de CYR61

asociados a la formacién de esqueleto.



CYRG61 es expresada en células de osteosarcoma humanas y sus niveles se

correlacionan con los de Runx2

Anteriormente ya mencionamos que CYR61 poseia sitios de union para
Runx2 en su region promotora. De este modo es que se realizé un andlisis de la
expresion de la proteina de CYR61 en las lineas celulares MG63 y SaOS,
considerando que estas son las que expresan los menores y mayores niveles de
Runx2, respectivamente. Asi, se observo que los niveles de mensajero y proteina
para CYR61 se encuentra en bajos niveles en MG63 y altos en SaOS y por otro lado
sus niveles aumentan al sobre-expresar Runx2 en MG63, mientras que disminuyen
al silenciar Runx2 en SaOS. Ademas, CYR61 es uno de los genes que fue
consistentemente modulado por la sobre-expresion de Runx2 en otras lineas
celulares (U20S, HOS y G292). Estos resultados obtenidos, junto a los resultados
del potencial angiogénico exhibido por las lineas celulares SaOS y MG63, permiten
observar una relacion entre altos o bajos niveles de expresion de Runx2 y CYR61,

con una alta o baja capacidad de angiogénesis in-vitro.

Tomando en cuenta lo anteriormente mencionado sabemos que CYR61
(CCNL1) es una proteina rica en cistina, miembro de la familia de proteinas CCN (Lv,
H., et al., 2009; Koon, H., et al., 2008). Corresponde a una proteina de secrecion,
asociada a matriz extracelular, que participa en la regulacién de distintas funciones
celulares tanto fisiolégicas como patolégicas (Athanasopoulos, A.N., et al., 2007;
Leu, S., et al., 2002). Su unién a distintos receptores se encuentra asociada a
funciones tales como adhesion, migracion, diferenciacién, invasividad, senescencia,

sobrevida y apoptosis celular, sintesis y proliferacion de DNA y expresion de genes



(Lau, L.F., 2011; Lau, L.F. and Chen, C., 2009). A su vez participa en distintos
procesos fisiolégicos como angiogénesis y desarrollo cardiovascular y desarrollo
osteocartilaginoso durante el periodo embrionario, como también en procesos
fisiopatologicos como reparacion tisular y fibrosis (miofibroblastos, cardiomiocitos,
tejido vascular y osteocartilaginoso en proliferacion), procesos inflamatorios
(enfermedad inflamatoria intestinal y artritis) y enfermedades vasculares (retinopatia

y re-estenosis post-angioplastia) (Lau, L.F., 2011; Lau, L.F. and Chen, C., 2009).

En relacion a céancer, se ha observado la expresion de CYR61 en cancer
mamario, en sus fenotipos mas agresivos (Tsai, M., et al., 2000 y 2002), en gliomas
asociado a mayor vascularizacion tumoral (Xie, D., et al., 2004a y 2004b), en
adenocarcinoma gastrico mas agresivo con mayor compromiso de linfonodos y
recurrencia asociada (Lin, M., et al., 2005), en cancer de pancreas asociado a
desarrollo de metastasis (Holloway, S.E., et al., 2005; Sun, S.J., et al., 2008) y en

cancer de préstata mas agresivo (Lv, H., et al. 2009).

En biopsias humanas de osteosarcoma la expresion de CYR61 esta
aumentada, al ser comparadas con tejido 6seo normal, y se correlaciona con pobre
sobrevida (Sabile, A.A., et al. 2012, Fromigue, O., et al. 2011). La expresion de
CYR61 es mayor aun en las metastasis y maxima en las muestras asociadas a
recurrencia. Esta expresién aumenta con el grado tumoral y se correlaciona con su
agresividad (Fromigue, O., et al. 2011). El silenciamiento de CYR61 muestran una
disminucién de la capacidad migratoria e invasiva tanto de lineas celulares de OS
murinas como humanas, por el contrario su sobre-expresién conduce a un aumento

de ambas cualidades. Ademas este silenciamiento se asocia a un pequefio aumento



de la apoptosis celular favoreciendo la respuesta de los distintos agentes

quimioterapéuticos utilizados en OS (Fromigue, O., et al. 2011).

En modelo murino de osteosarcoma, la sobre-expresion de CYR61 en células
tumorales se correlaciona con un aumento del nimero y tamafio de las metéstasis
pulmonares in vivo (Fromigue, O., et al. 2011), asi como también con una mayor
velocidad de crecimiento del tumor primario, nidmero y densidad tumoral
metastasica pulmonar, y menor sobrevida murina (Sabile, A.A., et al. 2012). Por otro
lado la inhibicién de la expresion de CYR61 se asocia a una reduccion de la

frecuencia de metastasis.

En esta tesis se ha demostrado una relacion funcional entre la expresion de
Runx2 y la regulacién de la expresion del gen CYR61. Runx2 es reconocido en
distintos tipos de cancer, como el de préstata y mama, como un factor asociado a
pardmetros de progresion tumoral, y por otro lado la expresion de CYR61 esta
asociada a mayor progresion tumoral en diversos tipos de cancer, incluyendo
osteosarcoma. Interesantemente, tanto Runx2 como CYR61 son expresados en
osteosarcoma y se asocian a una mayor agresividad de este. Especificamente,
nuestros datos experimentales sugieren que Runx2 regularia el proceso de neo-
angiogénesis tumoral a través de la modulacién de la expresion de los genes pro-

angiogénicos CYR61, COL5al, END1, ANG y VEGFA.



Runx2 promueve la angiogénesis en osteosarcoma.

De acuerdo a los resultados en relacion al control de la expresion de Runx2
sobre genes angiogénicos existen diversos antecedentes, en cancer de préstata y
mama, que vinculan el rol de Runx2 con progresion tumoral y especificamente con
los genes VEGF, OPN y MMP9, que participan en el proceso angiogénico. Sin

embargo el rol de Runx2 en angiogénesis tumoral no ha sido demostrado a la fecha.

En base a la hipotesis planteada que considera que el factor de transcripcion
Runx2 promueve la angiogénesis en osteosarcoma, se realizaron experimentos de
angiogénesis in-vitro realizando la sobre-expresion de Runx2 en la linea MG63 y el
silenciamiento de la expresion de Runx2 en la linea SaOS. En el primer caso se
observé un aumento significativo de la capacidad angiogénica del MCC, obtenido
del cultivo de células MG63 que sobre expresaron Runx2, sobre células HUVECS.
Por otro lado en el caso del silenciamiento de la expresion en células SaOS, se
realizaron dos experimentos, uno con siRNA-Runx2 y un segundo con shRNA-
Runx2. En ambos casos se obtuvo una disminucion de la capacidad angiogénica
del MCC obtenido del cultivo de células SaOS con silenciamiento de Runx2, siendo
mas significativa esta disminucion en el caso del uso de shRNA. Al sobre-expresar
Runx2 en MG63 observamos un claro aumento en la expresion de CYR61 lo que
se asocia a este aumento de angiogénesis in-vitro, mientras que al silenciar la
expresion de Runx2 en SaOS se produce una caida en la expresiéon de CYR61, lo

gue se asocia a una mayor disminucién de la angiogénesis in-vitro.



CYRG61, ejerceria su funcion angiogénica a través de la induccion de la
migracion de células microvasculares humanas endoteliales que se evidencia en un
modelo de neo-vascularizacion en corneas de ratas (Babic, A.M., et al. 1998). La
actividad angiogénica de CYR61 puede ser atribuida a su accién sobre la integrina
avp3, la cual es expresada en la superficie de las células endoteliales, via que
mediaria en estas células las funciones de migracion, adhesién celular,
proliferacion, sobrevida y formacion de estructuras tubulares (angiogénesis in vitro)
(Leu, S., et al. 2002). De hecho, la proteina CYR61 con el sitio de union a integrina
mutado, carece de actividad pro-angiogénica sobre células HUVECs (Chen, N., et

al. 2004).

En relacién con esta funcién angiogénica, se ha observado en un modelo
murino in vivo, con expresion nula para el gen de CYR61, una insuficiencia en el
desarrollo vascular placentario (Mo, F., et al. 2002), como también defectos en el
desarrollo cardiovascular (Mo, F. and Lau, L.F. 2006). Ademas, se ha establecido
gue CYRG61 participa en la regulacion positiva del factor angiogénico VEGF-A (Chen,
C., et al. 2001) como también en el reclutamiento de progenitores CD34 positivos,
lo que se asocia a mayor proliferacién y neo-vascularizacion (Grote, K., et al. 2007).
Ademas en cancer pancreatico se observa un alza de la expresion de CYR61 y de
la integrina avp3, tanto en el tumor primario como en sus metastasis peritoneales.
Méas aun, el modelo ortotopico de este cancer en raton demuestra una
inmunohistoquimica positiva para CYR61 tanto en el tumor primario como en sus

metastasis, siendo mayor en estas Ultimas. A su vez también se observa marcacion



positiva para avBf3 tanto en el tumor primario como las metastasis, y una

colocalizacion de CYR61 con este receptor (Holloway, S.E., et al., 2005).

También VEGFA, reconocido por su capacidad angiogénica, se ha visto
relacionado con la expresion de Runx2. Existe evidencia que, durante el desarrollo
embrionario, Runx2 estaria regulando la expresion de VEGF. Ratones Knockout
Runx2-/- presentan una alteracion en la diferenciacion osteoblastica y en la
vascularizacién de la médula 6sea (Otto, et al., 1997), como también falla en la
vascularizacién a nivel del cartilago (Kim, et al., 1999). Ademas en ratones wild-type
se observa una expresion positiva de VEGF en condrocitos hipertréficos, mientras
que en el ratobn knockout Runx2-/- hay una ausencia de esta, como también falta de
la induccion de sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 en las células endoteliales
pericondriales. Mas aun, la sobre-expresion de Runx2 induce un aumento en la

transcripcion y produccion del VEGF secretado (Zelzer, et al., 2001).

Finalmente, existe evidencia que indicaria que VEGF estimula la produccion
de CYR61 en una linea celular primaria de osteoblastos humanos, cuyo MCC es
utilizado para estimular la formacion de estructuras tubulares in vitro por células
HUVECSs. Al comparar la actividad angiogénica del MCC obtenido de osteoblastos
previamente estimulada con VEGFA, con el MCC obtenido de osteoblastos en
ausencia de tratamiento con VEGF, se obtiene una mayor capacidad angiogénica,
dependiente de una mayor expresion de CYR61 y consecuentemente mayor
cantidad de este en el MCC (Athanasopoulos, et al., 2007). Esto sugiere que,

durante el proceso de neo-angiogénesis tumoral, Runx2 regularia la expresiéon de



VEGF y que a su vez tanto Runx2 como un efecto autocrino de VEGF, podrian
actuar sinérgicamente para regular la expresion de CYR61.

Asi, en esta tesis hemos logrado establecer el rol funcional de Runx2 en la
regulacion positiva del proceso de neo-angiogénesis tumoral, asociado a la

modulacién de la expresion de genes blancos pro-angiogénicos en células de

osteosarcoma.



CONCLUSIONES

Se demostré por primera vez el rol funcional de Runx2 en la capacidad

angiogénica de células tumorales, en particular en lineas celulares de

osteosarcoma humano.

e EXxiste una correlacion positiva entre los niveles de expresion de Runx2 y la
capacidad angiogénica en lineas celulares de osteosarcoma humano.

¢ Runx2 modula la angiogénesis y la expresion de los genes pro-angiogénicos
COL5A1, CYR61, END1, ANG y VEGFA, y de la proteina de CYR61en lineas
celulares de osteosarcoma humano.

e Se propone el rol funcional de Runx2 para modular la capacidad tumoral de

inducir neo-angiogénesis a través de la regulacion de la expresion de moléculas

pro-angiogénicas secretadas que ejercen una sefializacion sobre las células

endoteliales para inducir neo-vascularizacion del tumor.



MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla lll. Tablas con resumen de ensayos de ensayos de metastasis in vivo, utilizando lineas
celulares de osteosarcoma humano en modelo murino inmunosuprimido. Tabla IlI-A presenta
ensayos ortotopicos, tabla I1I-B de inyeccién en cola y tabla I1l-C subcutaneos. En cada una se detalla

linea celular, cepa de ratén, método de inyeccion, tiempo de medicion del tumor primario y/o

metastasis pulmonares, metastasis extra-pulmonares y autor.

Tabla llI-A

ENSAYO ORTOTOPICO

Linea Celular Cepa Raton Meétodo inyeccion Tpo. medicion 1ra. MTT pulmonar MTT extra - Autor
- tumor Iric. pulmonares
Balb/c Percutaneo 20d1 <35d1, 12sem12 No 16 1Dass 2006
Nude1,10,12,23 tibia1,10,12, 16,23,26 4semi12 Nolb Sospecha 23 10Dass 2007
NOD/SCID16 112d16 4sem?23 12Xu 2009
2 sem23 3 sem (micro) 16Yuan 2009
3 sem26 5sem (macro)26 23Lin 2012
26Dass 2007
NOD/SCID 16 Percutaneo tibia 16 8sem 16 70d 16 No 16 16Yuan 2009
Balb/c nudel Percutdneotibia 1,16  Nol No1l No 16 1Dass 2006
“ NOD/SCID 16 Si{tiempo ND) 16 16Yuan 2009
Balb/c nudel,5,8 Percutéaneo tibia 18d 1 Solo micromet. 1 Pared costal 2 1Dass 2006, 2 Luu2005
athymic nude2, 1,2,6,16,17,20,27 2sem 2,8,16 4sem 2 Orejuela auricular 6 3Guo 2008
NCRnu/nu (nude)3  Cirugia 8,13 9d (subc) 3 30d3 No 16 6Brennecke 2013
NOD& 3sem 13 27d6 8Gomes 2007
NOD/SCID16 8d 17 6sem 13 13Tome 2009
Nu/NuFoxN1 7d 20 35d16 16Yuan 2009
Nul? 4sem 27 21d20 17Shapovalov
SCID/CB17,20 20Gvozdenovic
Athymic27 27Luo 2008
T85 (HOS) athymic nude 2 Percutaneotibia?,16  No 2,16 No 2 Noen higado 11 2Luu 2005
SCID 11 Percutaneoy cirugia 11 4-6sem 11 8 sem (escasas) 11 No 16 11Yang 2007
NOD/SCID 16 16Yuan 2009
WL efl ol Athymic nude 2 Percutaneo tibia 2 2sem 2 Solo micromet. 2 2Luu 2005
- Balb/c nude 8 Cirugia 8,13 1sem 8 6sem 13 2Gomes 2007
3sem 3 13Tome2009
LCIEAVR BT Athymic nude 25 Percutaneo tibia 24, 25 4sem 25 4sem 25 No 25 25Berlin 1993
Balb/c nude 24 Si24 24Labrinidis 2009
m Balb/c nude Percutaneo tibia 14d 4-6sem 24Labrinidis 2009
Athymic nude 4 Percutéaneo tibia dsem 4 8a 10sem 4 4Su 2009
NOD/SCID 16 anterior 4,16,27 116d 16 No 16 16Yuan 2009
Athymic27 No 27 27Luo 2008
Athymicnude Percutaneo tibia 2sem 4sem 45u 2009
w anterior
SCID Percuténeo tibia 16 2sem 11 6-8sem 11 Noen higado 11 11Yang 2007
E NOD/SCID 16 Percutaneoy cirugia11 No 16 No 16 No 16 16Yuan 2009




Tabla 11I-B

ENSAYOS DE INYECCION EN COLA

Linea Celular Cepa Raton Primera sefial pulmonar 1ra. MTT pulmonar MTT extra - Autor
pulmonares
5a0s-LM6 Athymic nude 8 sem (macro) Jia 1999
5-6 sem (micro)
Athymicnude 1,2,3  3-5sem (microm) 3 6sem3 11i 2006
2Goguet 2013
3lia 2002
Balb/c nude 5 16,21 sem No S5Kimura 2002
Balb/c nude 5 No No S5Kimura 2002
Balb/c nude 5 No No SKimura 2002
Balb/c nude 5 No 5 No 5 SKimura 2002
Crl:nu/un (CD-1) BR 8sem 18 18Manara 2000
athymic mice 18
Balb/c nude 5 No No S5Kimura 2002
Balb/c nude 5 16sem No S5Kimura 2002
Tabla llI-C
ENSAYOS SUBCUTANEOS
Linea Celul Cepa Raton Método inyeccién Tpo. medicién 1ra. MTT pulmonar ~ MTT extra - Autor
tumor Irio. pulmonares
5a0s-2 Balb/c nude 5 Flanco Si (=30d) 7 5Kimura2002
NOD/SCID 7 Si(16sem) 19 7lauvrak 2013
SciD 19 No 5 19Pereira 2009
T85 (HOS) Balb/c nude 5 Flanco Si(10-20d) 7 S5Kimura2002
NOD/SCID 7 No 5 7Lauvrak 2013
Balb/c nude 5 Flanco Si(>120d) 7 SKimura2002
NOD/SCID 7 No 5 7Lauvrak 2013
Athymic 27 No 27 27Luo 2008
Balb/c nude 5 Flanco Si (60-80d) 7 S5Kimura2002
NOD/SCID 7 Sis 7Lauvrak 2013
Balb/c nude 5 Flanco Si (>100d) 7 5Kimura2002
NOD/SCID 7 No 5 7lauvrak 2013
Crl:nu/nu{CD-1)BR 18Manara 2000
athymic mice 18
Balb/cnude 5 Si5 S5Kimura2002
NOD/SCID 7 Flanco 7 Si(10-20d) 7 7Lauvrak 2013
Athymicnude 9Zhang 2013
Foxnl™u 9
NOD/SCID 7 Flanco Si(10-20d) 7 7lauvrak 2013
Flanco Si(7d) 21 Higado 21 21Arlt 2011

LM3 C3H/HeNCrl 21
(Raton)
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